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1. Einleitung 
Nach wie vor sind die Ursachen des idiopathischen Parkinsonsyndroms (IPS) ungeklärt. Es 
existieren zahlreiche Theorien, die den Untergang der dopaminergen Neurone verursachen 
könnten. So umfangreich wie mögliche Entstehungsfaktoren diskutiert werden, so vielfältig 
sind mittlerweile auch die Therapieansätze, die gegen die Krankheit entwickelt wurden. 
Dabei werden exogene als auch endogene Ursachen in Betracht gezogen. In der 
vorliegenden Arbeit werden β-Carboline (BC) als Neurotoxine der dopaminergen Neurone 
und deren Beitrag zur Pathogenese bei der Parkinson-Krankheit untersucht. Des Weiteren 
wird die mögliche neuroprotektive Wirkung des Dopamin-Agonisten Lisurid gegen 
neurotoxische Wirkungen von Glutamat auf Genexpressionsebene analysiert. 
 
Zunächst wird im Abschnitt  1.1 ein kurzer Überblick zur Historie und klinischen Merkmalen 
der Parkinson-Krankheit gegeben. Der folgende Abschnitt  1.2 soll Aufschluss über die 
bekannten und eventuellen Ursachen der Krankheit geben. Dabei werden genetisch 
determinierte Faktoren der familiären Parkinson-Krankheit erläutert, als auch zahlreiche 
Theorien, die in exogenen und endogenen Einflüssen begründet sind, benannt. Die in dieser 
Arbeit untersuchte Substanzklasse der β-Carboline und deren neurotoxische und relativ 
unbekannte neuroprotektive Effekte werden im Absatz  1.3 beschrieben. Hier werden sowohl 
aus der Umwelt stammende Quellen als auch im Organismus selbst gebildete Stoffe in 
Betracht gezogen. Eine Übersicht therapeutischer Maßnahmen gegen die Parkinson-
Krankheit schließt im Abschnitt  1.4 an. Darin wird auf beginnende Medikamentenentwicklung 
und Fortschritte der Behandlung mit Dopaminagonisten, wie Lisurid bis zu neusten 
Therapieansätzen eingegangen. Zum Schluss wird im Abschnitt  1.5 die embryonale 
Entwicklung des Mesencephalons bei Vertebraten beschrieben. 
1.1. Die Parkinson-Krankheit 
Bereits im Jahr 1817 verfasste der britische Arzt James Parkinson seine berühmte Schrift 
„An Essay on the Shaking Palsy“, zu Deutsch „Ein Aufsatz über die Schüttel-Lähmung“ 
(Parkinson 2002). In diesem Aufsatz beschreibt er detailliert die Symptome der Krankheit, 
die heute als Parkinson-Krankheit bekannt ist und als 2. häufigste neurologische Erkrankung 
nach der Alzheimer-Krankheit in der deutschen Bevölkerung auftritt. Schätzungsweise sind 
etwa 200 000 Menschen betroffen. Wenn die Parkinson-Krankheit vor dem 40. Lebensjahr 
ausbricht, wird sie als „young onset-Parkinson“ bezeichnet. Bei den unter 20-jährigen 
Patienten spricht man von „juvenilem Parkinson“ (Di Fonzo et al. 2007). Die Prävalenz 
erhöht sich sprunghaft in der Altersgruppe von 65 – 90 Jahren. Man ordnet der Krankheit 3 
Kardinalsymptome zu: Tremor (Zittern), Rigor (Muskelsteifigkeit) und Brady-, Hypo- oder 
Akinese (Bewegungseinschränkungen). Meist beginnt der Tremor einseitig, gefolgt von einer 
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generellen Verlangsamung der Bewegungen und Steifigkeit der Muskulatur. Ein gebückter 
Gang mit geneigtem Kopf ist außerdem kennzeichnend (Abb.  1-1).  
 
Substantia nigra pars compacta
einer gesunden Person
Substantia nigra pars compacta
eines Parkinson-Patienten
 
Abb.  1-1 Typische Haltung eines Parkinson-Patienten und 
schematische Darstellung des Mittelhirns mit Substantia 
nigra pars compacta.  
Der linke Querschnitt stellt das Mittelhirn einer gesunden Person, 
der rechte Querschnitt einer an Parkinson erkrankten Person dar. Die dopaminergen Neurone des 
Menschen enthalten Neuromelanin, ein Farbpigment, was den Bereich der Substantia nigra dunkler 
aussehen lässt; aus www.parkinson-web.de und http://medlineplus.gov. 
Daneben sind verschiedene sensorische, vegetative, kognitive und psychische Störungen 
möglich. Seit den späten 1950er Jahren weiß man, dass Parkinson-Patienten einen 
reduzierten Gehalt des Neurotransmitters Dopamin aufweisen, der von den pigmentierten 
Neuronen der Substantia nigra pars compacta (SNpc) im Mittelhirn produziert wird (Abb. 
 1-1). In den dopaminergen (DA) Neuronen wird Dopamin aus der Aminosäure Tyrosin durch 
das Enzym Tyrosinhydroxylase synthetisiert. Durch den selektiven Verlust der DA Neurone 
und den damit eintretenden Dopaminmangel werden bewegungsregulierende Signale 
ungenügend weitergeleitet und Bewegungen können von motorischen Hirnregionen nicht 
mehr ausreichend koordiniert werden. Dies betrifft besonders die Feinmotorik. In den 60er 
Jahren wurde dann von Birkmayer und Hornykiewicz Levodopa oder L-Dopa (das 
linksdrehende Enantiomer von Dihydroxyphenylalanin) entwickelt und erfolgreich 
medikamentös verabreicht (BIRKMAYER and Hornykiewicz 1962). Dieses Medikament ist 
eine Vorstufe von Dopamin, welches die Blut-Hirn-Schranke passieren kann und den 
Dopaminmangel im Gehirn ausgleicht. Durch eine Decarboxylase wird L-Dopa enzymatisch 
in den Neurotransmitter Dopamin umgewandelt. Durch die Langzeitfolgen, wie Dyskinesien 
unter L-Dopa-Therapie, ist man jedoch mittlerweile zu einer Co- oder Monotherapie mit 
Dopamin-Agonisten übergegangen (Reichmann 2000). Zwar ist man nun in der Lage, 
symptomatisch gegen die Parkinson-Krankheit vorzugehen, die Ätiologie der Erkrankung 
bleibt jedoch weiterhin unbekannt. Zum jetzigen Zeitpunkt geht man von einem 
multifaktoriellen Ursprung aus, der aus einer Vernetzung von endogenen und exogenen 
Faktoren besteht. Für eine sehr begrenzte Anzahl von Fällen konnten Ursachen zugeordnet 
werden, die ursprünglichen Auslöser der Krankheit sind hingegen ungeklärt und somit 
idiopathisch. 
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1.2. Ursachen der Parkinson-Krankheit 
In diesem Abschnitt werden zunächst die genetischen Ursachen der Parkinson-Krankheit 
näher beschrieben. Im Folgenden wird auf die Faktoren eingegangen, die eventuell eine 
persönliche Prädisposition zur Grundlage haben und so ein Ausbrechen der Krankheit 
begünstigen können. Dabei wird ein besonderes Gewicht auf die mögliche neurotoxische 
Wirkung des Neurotransmitters Glutamat gelegt. Anschließend werden Umweltfaktoren 
näher erläutert, die im Zusammenhang mit der Parkinson-Krankheit diskutiert werden. Dabei 
wird in besonderem Maße auf Umwelttoxine eingegangen. 
1.2.1. Genetische Faktoren 
Schon 1878 beschrieb der französische Arzt Charcot interessanterweise einen Fall der 
Parkinson-Krankheit mit familiären Hintergrund (Langston 1998). Genetische Ursachen der 
Parkinson-Krankheit und die damit verbundenen Mutationen und Fehlbildungen der Proteine 
sind heute zum Teil sehr gut charakterisiert (Gasser 2001) (Tab.  1-1). Sie werden als PARK 
1 – 11 bezeichnet. Familiäre Formen der Parkinson-Krankheit stellen jedoch nur einen sehr 
geringen Prozentsatz von etwa 5 -10 % der Krankheitsfälle dar (Olanow and Tatton 1999). 
Die bekannten Mutationen von Genen sind nukleär lokalisiert und weisen einen autosomal-
dominanten oder autosomal-rezessiven Erbgang auf. 50 % des frühen familiären 
Erkrankungsbeginns sind mit dem mutierten Protein Parkin (Locus PARK 2) assoziiert 
(Kitada et al. 1998). Parkin ist eine Ubiquitin-Ligase, die für den Abbauprozess des 
Proteasoms mit verantwortlich ist. Dabei können nicht ordnungsgemäß abgebaute Proteine 
zu einer erhöhten Neurotoxizität führen. Parkin in seiner normalen Funktion scheint 
funktionell bei zellulärer Stressantwort mitzuwirken (Imai et al. 2000). Für einen ebenfalls 
frühen Krankheitsbeginn mit schneller Progredienz konnten auch Punktmutationen des Gens 
α-Synuklein (PARK 1) mit Bildung von Lewy Körperchen als Ursache ausfindig gemacht 
werden (Gasser 2000). Lewy Körperchen bestehen zum Großteil aus den unlöslichen 
filamentösen Strukuren des α-Synuklein Proteins. Sie kommen in der Substantia nigra als 
intrazytoplasmatische Einschlüsse vor und sind charakteristisch für die familiären als auch 
sporadischen Formen der Parkinson-Krankheit. Weitere Defekte in den Proteinen UCHL1 
(PARK 5), PINK1 (PARK 6), DJ-1 (PARK 7) und LRRK2 (PARK 8) konnten mit dem 
Untergang der dopaminergen Neurone und damit der Parkinson-Erkrankung in Verbindung 
gebracht werden. Eine Mutation von UCHL-1 (Ubiquitin carboxyterminale Hydroxylase) 
wurde erstmals bei einer deutschen Familie gefunden (Leroy et al. 1998). UCHL-1 ist wie 
Parkin ein Mitglied des Ubiquitin-Proteasom-Abbauwegs. In vivo Studien an DJ-1-
Mausmutanten zeigten einen Schutz durch Überexpression von DJ-1 gegen oxidativen 
Stress und MPP+-Toxizität (Kim et al. 2005). PARK 6 oder heute als PINK-1 bezeichnet, 
wurde als neuer Locus bei einer sizilianischen Familie entdeckt. Hier war ein früher Ausbruch 
der Krankheit zwischen 32 und 48 Jahren charakteristisch (Valente et al. 2001). Mutationen 
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in diesem Gen werden mit mitochondrialer Dysfunktion und Peroxidation assoziiert (Hoepken 
et al. 2007). LRRK2 ist eine Proteinkinase, die in Zusammenhang mit Parkinson erstmals bei 
einer japanischen Familie erwähnt wurde (Funayama et al. 2002). Eine Mutation im LRRK2-
Gen wurde auch bei der sporadischen Form der Parkinson-Krankheit gefunden, allerdings 
nur in einem von 86 Fällen einer italienischen Studie (Squillaro et al. 2007). Weitere 7 
Kandidatengene, wie GPX1 (Glutathionperoxidase), CAT (Katalase), SOD 1 
(Superoxiddismutase 1), TH (Tyrosinhydroxylase), APP (Amyloid Precursor Protein), 
CYP2D6 (Debrisoquin 4-Hydroxylase) und BDNF (Brain derived neurotrophic factor) wurden 
untersucht. Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen auftretenden Mutationen und 
Erkrankung festgestellt werden (Gasser et al. 1994). 
Tab.  1-1 Bekannte Mutationen von chromosomal codierten Proteinen der Parkinson-Krankheit, 
nach Gille 2005. 
Locus 
(Position) Proteinname Erbgang 
Funktion 
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1.2.2. Exogene und endogene Einflüsse bei der Parkinson-Krankheit 
Endogene Faktoren 
Als weitere Ursachen für das Ausbrechen der Parkinson-Krankheit werden exogene 
Faktoren wie Umwelttoxine, Medikamente, Bakterien oder Viren als auch endogene Aspekte 
betrachtet (Chun et al. 2001). Hier wäre auch das zunehmende Alter selbst ein Faktor (Beal 
1995), das die Wahrscheinlichkeit mit den genannten Noxen in Kontakt zu kommen, 
drastisch erhöht und eine Akkumulation mit dem Risiko zu erkranken, zulassen würde. Um 
den Großteil der sporadisch auftretenden Fälle des idiopathischen Parkinsonsyndroms (IPS) 
zu erklären, werden seit geraumer Zeit endogene Faktoren wie erhöhter oxidativer Stress 
(Jenner and Olanow 1996), ein gestörter Eisenmetabolismus (Riederer et al. 1989), 
Exzitotoxizität durch unphysiologische Glutamatfreisetzung (Doble 1999) oder Störung der 
Aminosäurerezeptoren (Beal 1992) erörtert. Ebenso werden Hypothesen zu entzündlichen 
Reaktionen (McGeer et al. 1988), zu einem Mangel an neurotrophen Faktoren (Howells et al. 
2000), mitochondrialer Dysfunktion (Mizuno et al. 1989) und Störung der Ca2+-Homöostase 
(Yamada et al. 1990) als pathophysiologische Beiträge diskutiert. Es wird vermutet, dass 
entzündliche Reaktionen mit aktivierter Mikroglia bei Beginn der Krankheit noch 
neuroprotektiv sind, jedoch besonders bei fortgeschrittener Krankheit zunehmen und dann 
neurotoxisch werden (Sawada et al. 2006). Sogar der Neurotransmitter Dopamin selbst gilt 
als Risikofaktor, da er durch Metabolisierung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden und 
Zellstrukturen zerstören kann (Stokes et al. 1999). Es könnten also einzelne Faktoren, ein 
Zusammenspiel einiger der aufgeführten Kriterien oder eine Summation mehrerer Einflüsse 
das Ausbrechen der Parkinson-Krankheit begünstigen.  
 
Glutamat 
Wie schon erwähnt, kann ein unphysiologisch hoher Gehalt an Glutamat zur Schädigung der 
DA Neurone beitragen. Normalerweise agiert Glutamat als exzitatorischer Neurotransmitter 
in Zentralnervensystem von Vertebraten und wird von etwa 40 % der Synapsen genutzt 
(Coyle and Puttfarcken 1993). Zwei Familien für Glutamatrezeptoren wurden bisher 
identifiziert, ionotrope Rezeptoren (NMDA = N-Methyl-D-Aspartat, AMPA = α-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure und Kainat) und metabotrope G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren (mGluR1-8). Kommt es zu einer energetischen Unterversorgung von 
Neuronen durch erniedrigte Nähr- oder Sauerstoffversorgung und Hemmung der 
Atmungskette in den Mitochondrien, kann sich der Neurotransmitter zum Neurotoxin wandeln 
(Novelli et al. 1988b;Ioudina et al. 2004). 2 Hauptmechanismen sind für die neurotoxische 
Wirkung von Glutamat verantwortlich: 1. die Überaktivierung von NMDA –Rezeptoren und 2. 
oxidativer Stress. Durch die Überaktivierung der NMDA-Rezeptoren kommt es zu einem 
vermehrten Ca2+-Einstrom durch Ionenkanäle in die Zellen. Eine fehlende Ca2+-Homöostase 
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initiiert Zelltodmechanismen über kalziumabhängige Nukleasen, Lipasen und Proteasen. Des 
Weiteren aktiviert eine exzessive Stimulation mit Glutamat ebenfalls kalziumabhängige NO˙-
Synthasen und führt zur Produktion von NO-Radikalen (Dawson et al. 1993). Nicht nur 
Neurone könnten zur Glutamattoxizität beitragen. Auch in Astrozyten wurden vesikuläre 
Strukturen mit Glutamattransportern und Ca2+-abhängiger Aktivität zur Glutamatfreisetzung 
gefunden (Bezzi et al. 2004). Bei Parkinsonpatienten kann der Neurotransmitter Glutamat 
durch fehlende DA Stimulierung des Nucleus subthalamicus in der SNpc erhöht sein 
(Rodriguez et al. 1998). Zusätzlich wurde beschrieben, dass Glutamat rezeptorunabhängig 
oxidativen Stress in Neuronen hervorrufen kann und Lipidperoxidation bewirkt (Herrera et al. 
2001a). Kürzlich wurde auch gezeigt, dass TNFalpha (Tumornekrosefaktor alpha) als 
Schlüsselcytokin die Freisetzung von Glutamat aus Mikroglia über bestimmte Kanäle 
induziert (Takeuchi et al. 2006). 
 
Exogene Faktoren 
Parkinsonähnliche Syndrome können außerdem durch die Einnahme von Medikamenten 
(Neuroleptika, Antidepressiva und Antiemetika) verursacht werden (Mena and de Yebenes 
2006). Weiterhin wurde der neurovirulente Influenza-A-Virus als Auslöser für das Absterben 
der DA Neurone und die Bildung von Lewy Körperchen in der SN gefunden (Takahashi and 
Yamada 1999). Auch prenatale Exposition mit bakteriellen Endotoxinen des gramnegativen 
Bakteriums Gardnerella vaginalis können zum Verlust DA Neurone bei den Nachkommen 
führen (Carvey et al. 2003). Posttraumatische Ereignisse z.B. bei Boxern sind ebenfalls in 
der Lage ein Parkinson-Syndrom auszulösen. Im Rahmen von anderen neurodegenerativen 
Erkrankungen, wie Demenz mit Lewy-Körperchen, kortikobasale Degeneration, multiple 
Systematrophie und progressive supranukleäre Blickparese sind Parkinson-Syndrome 
möglich. 
Negativ korreliert soll die Parkinson-Krankheit mit Genussmitteln wie Nikotin und Kaffee sein 
(Hancock et al. 2007). Ebenso wurden in dieser groß angelegten Studie mit über 300 Fällen 
Östrogene und anti-inflammatorische Medikamente untersucht. Bei diesen Faktoren konnte 
jedoch keine Korrelation mit der Parkinsonerkrankung festgestellt werden (Hancock et al. 
2007). Durch subkutane Injektion von Nikotin konnte der Verlust von DA Neuronen, induziert 
durch ein Toxin, in vivo verhindert werden (Costa et al. 2001).  
Die Exposition mit Pestiziden wie Rotenon, Paraquat oder Maneb wurde als erhöhtes Risiko 
an Parkinson zu erkranken beschrieben (Elbaz et al. 2004;Di Monte 2003;Zhang et al. 2003). 
Besonders für Menschen, die in der Landwirtschaft tätig sind und Umgang mit Pestiziden 
haben, wurde ein Zusammenhang hergestellt, eher an Parkinson zu erkranken (Hubble et al. 
1993). Das lipophile Insektizid Rotenon führt bei chronischer Administration in Tierversuchen 
zum Verlust DA Neurone, zu Symptomen wie Hyperkinesien und Rigidität und zur Bildung 
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von fibrillären Einschlüssen mit α-Synuklein und Ubiquitin (Betarbet et al. 2000). Rotenon 
wirkt schon in sehr geringen Dosen im Gehirn (20 – 30 nM) als ein spezifischer Hemmer des 
Atmungskettenkomlexes I der Mitochondrien (Higgins, Jr. and Greenamyre 1996) und führt 
im Zellkulturmodell zu einem Verlust an ATP und einem Anstieg von oxidativem Stress 
(Sherer et al. 2003). Eine Korrelation zwischen der Parkinson-Krankheit und der 
Verwendung des Herbizids Paraquat wird vermutet. Durch eine subchronische Behandlung 
mit Paraquat verringerte sich der Dopamingehalt im Gehirn von Ratten innerhalb des 
Striatums, Mesencephalons und Cortex (Shimizu et al. 2003). Unterschwellige chronische 
Vergiftungen können auch durch Kohlenmonoxid, Lösungsmittel oder Metalle, wie Mangan, 
Eisen, Kupfer, Amalgam, Blei, Aluminium und Zink auftreten (Dexter et al. 1989). Die 
Lebensweise eines jeden einzelnen kann also selbst schon ein Risiko, an Parkinson zu 
erkranken, in sich bergen. 1979 traten in Kalifornien plötzlich parkinsonähnliche Symptome 
bei drogenabhängigen Menschen auf, die synthetisch hergestelltes Heroin eingenommen 
hatten (Davis et al. 1979). Diese zufällige Vergiftung wurde durch 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) ausgelöst, welches unter Einfluss des Enzyms Monoaminoxidase-
B in den Astrozyten zu dem hochgiftigen 1-Methyl-4-phenylpyridinium-Ion MPP+ 
umgewandelt wird und selektiv am Untergang der DA Neurone beteiligt ist (Abb.  1-2). 
Mittlerweile ist MPP+ als Modelltoxin zur Aufklärung der Pathomechanismen der Parkinson-
Krankheit etabliert. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zu MPP+ wurden β-Carboline als 
potentielle Neurotoxine und Komponente der Parkinsonpathogenese untersucht. Im 
folgenden Kapitel wird diese Substanzklasse näher vorgestellt. 




Abb.  1-2 Neurotoxischer Wirkmechanismus von MPTP, aus dem Buch „Die Parkinson-
Krankheit“ von Gerlach, Reichmann, Riederer, Springer-Verlag Wien. 
MPTP wird in den Astrocyten mittels Monaminoxidase B zu der neurotoxischen Substanz MPP+ 
umgesetzt. MPP+ hat eine sehr hohe Affinität zum Dopamintransporter (DAT) und gelangt über den 
DAT in die DA Neurone. Dort bewirkt eine Akkumulation von MPP+ eine Hemmung von Komplex I der 
Atmungskette in den Mitochondrien und führt so zu Störungen der Energieversorgung des Neurons. 
Eine verminderte ATP-Synthese, erhöhter oxidativer Stress und eine gestörte Calcium-Homöostase 
können zur Zelldegeneration führen. 
1.3. β-Carboline 
1.3.1. Quellen der β-Carboline 
β-Carboline sind heterozyklische Indolalkaloide, die aufgrund der strukturellen 
Verwandtschaft zu dem dopaminergen Neurotoxin MPP+ als ein möglicher Beitrag zur 
Pathogenese der Parkinson-Krankheit diskutiert werden. Es existieren ubiquitäre 
Vorkommen von β-Carbolinen in verschiedenen Nahrungs- und Genussmitteln, aber auch 
endogene Quellen. Im Organismus können sich BC aus dem biogenen Amin Tryptamin oder 
aus der Aminosäure Tryptophan über Kondensierung mit Aldehyden und α-Ketosäuren 
bilden (Drucker et al. 1990b). Die Methylierung der Stickstoffatome und die damit 
verbundene Bioaktivierung könnte BC dann ihre neurotoxische Wirkung ermöglichen. 6-
Hydroxy-methylnorharman wurde bereits 1979 in Thrombozyten von Ratten und humanem 
Urin nach oraler Gabe von l-5-Hydroxytryptophan nachgewiesen (Rommelspacher et al. 
1979). Das gleiche BC wurden auch aus humanem und Gewebe aus Ratten isoliert 
(Airaksinen and Kari 1981a;Airaksinen and Kari 1981b). Des Weiteren wurde Tetrahydro-BC 
in humanen Thrombocyten, Urin und Muttermilch identifiziert (Honecker et al. 1980;Adachi et 
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al. 1991). BC kommen in diversen Pflanzenfamilien, wie Leguminosae, Malphighiacae und 
Passifloracae vor. Maracujas z.B. enthalten Harman und werden in Brasilien als Medikament 
gegen Spasmen und als Sedativa genutzt (Boeira et al. 2001). Verschiedene Tetrahydro- β-
Carboline wurden auch in Früchten und Fruchtsäften gefunden. Sie wurden in 
nennenswerten Mengen aus Tomaten, Kiwi, Bananen, Ananas, Grapefruit und Orangen 
isoliert (Herraiz and Galisteo 2002). Weitere natürliche Vorkommen von BC sind Tabak, 
Kaffee und alkoholhaltige Getränke. Die Menge an Harman in Bier (7,3 – 140 ng/ml) war 
sehr viel höher als in Wein (0,8 – 10,5 ng/ml) (Bosin and Faull 1988). Auch in Reiswein 
(Sake) wurden das BC Flazin entdeckt, was anti-virale Eigenschaften gegen HIV gezeigt hat 
(Wang et al. 2007). Nach Ethanolgabe konnte man 1-Methyl-THBC in humanem Blutplasma, 
Urin und Thrombocyten finden (Rommelspacher et al. 1980). Ebenso können sich BC beim 
Braten von proteinhaltigen Speisen mit hohen Temperaturen (200 – 225 °C) aus 
Tryptophanresten durch Pyrolyse bilden (Skog et al. 1997). Es wurde auch postuliert, dass 
sich aus chlorhaltigen Anästhetika oder aus industriellem Trichlorethylen mit endogenem 
Tryptamin spontan das Harman namens 1-Trichloromethyl-1,2,3,4-Tetrahydro-BC (TaClo) 
bilden kann, welches eine spezifische DA neurotoxische Wirkung aufweist (Bringmann et al. 
1996).  
1.3.2. β-Carboline und die Parkinson-Krankheit 
Seit MPP+ in den späten 70er Jahren als selektives Toxin für die dopaminergen Neurone der 
Substantia nigra pars compacta identifiziert wurde, begann die Suche nach Analoga aus der 
Umwelt oder im humanen Organismus selber, die eventuell als Schlüssel für die Entstehung 
des idiopathischen Parkinsonsyndroms (IPS) gelten könnten. Bereits 1985 fanden Collins 
und Neafsey (Collins and Neafsey 1985), dass ein von Tryptamin hergeleitetes biogenes 
Alkaloid, 2[N]-Methyl-Tetrahydro- β-Carbolin (2M-THBC) parkinsonähnliche Symptome bei 
Affen auslösen konnte. Einige β-Carboline (BC) wurden ähnlich wirksam wie MPP+ als 
Inhibitoren der Dopaminaufnahme in striatalen Synaptosomen identifiziert (Drucker et al. 
1990a). Matsubara et al. konnten in humanem post mortem Gewebe einen höheren Gehalt 
an 2-Methyl-Norharman und 2,9-Dimethyl-Norharman in der Substantia nigra als im Cortex 
feststellen (Matsubara et al. 1993a). Zusätzlich konnte bei der Hälfte der Parkinsonpatienten 
in der lumbalen cerebrospinalen Flüssigkeit (CSF) 2,9-Dimethyl-β-Norharmanium detektiert 
werden, während das für die Kontrollen nicht belegt werden konnte (Matsubara et al. 1995). 
Die in vivo vorkommenden β-Carboline Harman und Norharman wurden, verglichen mit 
Kontrollprobanden, im erhöhten Maße in Plasmaproben von Parkinsonpatienten vorgefunden 
(Kuhn et al. 1995). Ebenso konnte ein höherer Gehalt dieser zwei heterozyklische Amine in 
der CSF von Parkinsonpatienten nachgewiesen werden (Kuhn et al. 1996).  
Eine Bioaktivierung von endogen aus Tryptophan oder anderen Indolen gebildeten und 
xenobiotisch vorkommenden einfachen β-Carbolinen durch eine sequentielle Di-N-
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Methylierung am 2[beta] und 9[indol]-Stickstoff von Enzymen im Gehirn wurde vermutet 
(Collins et al. 1992a;Matsubara et al. 1992). Bei diesen Untersuchungen wurden S-
Adenosylmethionin (SAM) abhängige Methyltransferasen in vivo im Meerschweinchen 
untersucht. Die 9[indol]-Methylierung ist dabei von der vorangegangenen Methylierung des 
2[beta]-Stickstoffs abhängig, um das toxische 2,9-dimethylierte β-Carbolin bilden zu können. 
Im frontalen Cortex von post mortem Gewebe von Parkinsonpatienten wurde eine 4-fach 
erhöhte 9[N]-Methyltransferase-Aktivität detektiert. Bei den Aktivitäten der Enzyme 2[N]-
Methyltransferase und 9[N]-Methyltransferase in anderen Gehirnregionen wie Substantia 
nigra und Putamen konnte kein Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden (Gearhart et al. 
2000). Das Enzym Nicotinamid-N-Methyltransferase (NNMT) wurde in erhöhter 
Proteinkonzentration in der lumbalen CSF von Parkinsonpatienten im Alter von 65 Jahren 
und jünger im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Aoyama et al. 2001). Für ein weiteres 
Enzym, die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT) wurde die 2[N]-Methylierung 
von 9-Methyl-Norharman aber nicht die 9[N]-Methylierung des 2-Methyl-Norharmanium 
Kations nachgewiesen (Gearhart et al. 2002). Die strukturelle Ähnlichkeit, die durch die 
Methylierung des 2[N]-Stickstoffatoms, welche sowohl bei MPP+ und bei β-Carbolinen auftritt 
ist, könnte ein Hinweis auf die potentielle neurotoxische Wirkung von BC auf die DA Neurone 














































Abb.  1-3 Strukturformeln von MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium ion) und verschiedenen β-
Carbolinen mit molarer Masse und Summenformel. 
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1.3.3. Effekte der Substanzklasse β-Carboline 
Neurotoxische Effekte 
Eine Schädigung der SN und Reduktion von Dopamin und seinen Abbauprodukten durch 2-
Me-BC konnte erstmals durch Neafsey in den späten 80er Jahren gezeigt werden. Durch 
intranigrale Injektion von 2-Methyl-BC bei Ratten wurden Gliose und größere Läsionen in der 
Substantia nigra verursacht (Neafsey et al. 1989). Später wurde in zahlreichen 
Zellkulturmodellen die cytotoxische Wirkung von BC bewiesen (Bringmann et al. 
1996;Cobuzzi, Jr. et al. 1994;Collins et al. 1992b). Seit MPP+ mit seinen neurotoxischen 
Effekten sehr gut charakterisiert worden ist, konnte man die Eigenschaft, Komplex I der 
Atmungskette zu hemmen, auch BC zuweisen (Albores et al. 1990). Hier wurde gezeigt, 
dass 2,9-Methyl-BC der potentere Komplex I-Hemmer als 2-Methyl-BC war. Auch Fields et 
al. fanden, dass BC die Komplexe I und II der Atmungskette in Mitochondrien aus 
Rattenleber hemmen konnten (Fields et al. 1992). Eine Hemmung von Komplex II konnte 
jedoch später durch Krueger et al. nicht belegt werden (Krueger et al. 1993). Durch 7-tägige 
Verabreichung von Norharman, 2-Methyl-BC und 9-Methyl-BC konnten 
Bewegungsstörungen und Bradykinese in Mäusen induziert werden (Matsubara et al. 
1998a). Außerdem kam es in einer aus Rattenmesencephalon angelegten Primärzellkultur 
zum selektiven Verlust an DA Neuronen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 2-Methyl- und 9-
Methyl-BC aber nicht 2,9-Dimethyl-BC fähig ist, die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen. Die 
BC Harman und Harmin konnten DNA-Strangbrüche und chromosomale Aberrationen 
verursachen und wurden somit als genotoxisch und mutagen eingestuft (Uezono et al. 
2001;Boeira et al. 2001). BC gelten auch als Substrat für den Dopamintransporter (DAT) und 
können die Aufnahme von Dopamin inhibieren (Drucker et al. 1990b;Storch et al. 2004). In 
vivo und in vitro binden Harman und andere BC hoch affin an den Benzodiazepin-Rezeptor 
(Rommelspacher et al. 1981). Neurotoxische Wirkungen von BC wurden von Ostergren et al. 
gefunden, indem subkutane Injektionen von Norharman eine Aktivierung der Glia in der SN 
und eine verringerte motorische Aktivität in Mäusen auslösen konnten. In PC 12-Zellen kam 
es nach Inkubation mit Norharman zu mitochondrialer Dysfunktion und Apoptose (Ostergren 
et al. 2006). 
 
Neuroprotektive Effekte  
Neben den zahlreichen neurotoxischen Effekten von BC darf man nicht vergessen die 
gegenteilige Wirkung dieser Substanzen zu betrachten. So wurde über Effekte von 1-
methylierten β-Carbolinen berichtet, die den nukleären Schaden und die Caspase-1 und 3 
Induktion inhibierten (Choi et al. 2004). Seit langem weiß man, dass BC als Inhibitoren von 
Monaminoxidase A und B (MAO) gelten (Glover et al. 1982;Ho et al. 1969). MAO B ist als 
Enzym für die Metabolisierung von Dopamin in den Astrozyten zuständig. Durch die 
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hemmende Wirkung von BC könnte das erniedrigte Parkinson-Krankheitsrisiko durch 
Konsum von Kaffee und Zigaretten erklärbar sein, da diverse BC aus Tabak und 
Kaffeebohnen isoliert wurden sind (Herraiz 2004;Herraiz and Chaparro 2006). Von einer 
Reduzierung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Erhaltung von reduzierten Thiolen 
durch BC berichteten Kim et al. (Kim et al. 2001). Auch Herraiz und Galisteo konnten die 
radikalreduzierenden Eigenschaften von BC nachweisen (Herraiz and Galisteo 2002). Des 
Weiteren wurden BC als G-protein aktivierende Substanzen identifiziert (Klinker et al. 1997). 
Hierin könnte eine Erklärung für diverse Effekte von BC begründet sein. Abzielend auf die 
pathophysiologische Wirkung von Glutamat, wurde ein BC als mGluR (metabotroper 
Rezeptor)-Antagonist synthetisiert, der in der Neurologie gegen chronischen und akuten 
Schmerz Anwendung finden könnte (Fabio et al. 2007). Es wurde auch von einer 
modulierenden Wirkung von Harmalin und Harman auf spannungsgesteuerte Calcium - 
Kanäle berichtet (Splettstoesser et al. 2005). Erniedrigte Ströme bewirken eventuell ein 
Stabilisierung der Ca2+-Homöostase in den Neuronen und verhindern das Ca2+ als second 
messenger apoptotische Signale innerhalb der Zelle weiterleiten kann. Von BC als Anti-
Tumor-Substanzen, bedingt durch ihre DNA interkalierenden Eigenschaften, wurde erst 
kürzlich berichtet (Guan et al. 2006).  
1.4. Therapieansätze bei der Parkinson – Krankheit 
Die aufgeführten Pathomechanismen bieten eine Vielzahl von therapeutischen 
Angriffspunkten, um gegen die Parkinson-Krankheit vorzugehen. Auf pharmakologische und 
operative Verfahren und Strategien soll in den folgenden Kapiteln eingegangen werden. 
1.4.1. Dopaminagonisten 
Noch heute ist das Rückrat der Therapie gegen die Parkinson-Krankheit die Verabreichung 
von dem 1961 eingeführten Medikament L-Dopa, dem Vorläufer des Neurotransmitters 
Dopamin. Die unangenehmen Nebeneffekte einer Langzeittherapie mit L-Dopa sind jedoch 
sowohl pharmakologischer (Dyskinesien, Psychosen und Wirkungsverlust) als auch 
möglicherweise neurotoxischer Natur (oxidativer Stress, Apoptose) (Shulman 2000). L-Dopa 
wird in der heutigen Zeit so spät und so gering dosiert wie möglich gegeben (Reichmann 
2005). So suchte man nach Alternativen zur Stimulierung der Dopaminrezeptoren und fand 
sie in den heute als Mono- oder Kombinationstherapie verabreichten Dopaminagonisten 
(Calne 1999). Agonisten sind Substanzen, die die Wirkung eines Neurotransmitters am 
Rezeptor nachahmen oder dessen Wirkung verstärken. Einige Dopaminagonisten gehören 
zur Substanzklasse der Ergotderivate, ein aus dem Mutterkorn gewonnenes Alkaloid. Als 
erstes Medikament wurde 1974 von Donald Calne und Kollegen der Agonist Bromocriptin 
eingeführt und später folgten zahlreiche andere (Calne 1999). Die Dopaminagonisten 
besitzen unterschiedliche Affinitäten zu den verschiedenen Dopamin-Rezeptoren. Man 
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unterscheidet molekularbiologisch mindestens 5 Subtypen. Pharmakologisch charakterisiert 
sind 2 Subtypen, die D1 (D1, D5) - und die D2 (D2, D3, D4) - Familie. Meist ist eine hohe 
Affinität der Agonisten zum D2-und D3-Rezeptor vorhanden. In Tab.  1-2 sind Ergot- und 
Nicht-Ergotderivate mit ihren Bindungseigenschaften zu den vorkommenden DA-Rezeptoren 
und serotonergen oder noradrenergen Rezeptoren dargestellt. Dopaminerge Rezeptoren 
kommen im Gehirn in einer charakteristischen Verteilung sowohl prä- als auch 
postsynaptisch vor. Sie gehören zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren.  
Tab.  1-2 Pharmakologische Effekte der DA-Agonisten; nach (Foley et al. 2004) 
Dopaminerge Rezeptoren 
DA-Agonist Ergot-derivat 





Bromocriptin ja 0 ++ ++ + ++ ++ 
Cabergolin ja + +++ ++ ++ + + 
Lisurid ja -/± +++ +++ +++ +++ ++ - +++ 
Pergolid ja + +++ +++ +++ +++ + - ++ 
Pramipexol nein 0 +++ +++ ++ 0 + 
Ropinirol nein 0 +++ ++ 0 0 0 
0 = kein Effekt; ± = partieller Agonist; - = Antagonist; + = geringer Effekt, ++ = mässiger Effekt; +++ = 
starker Effekt 
 
Mehrere Studien zu Dopaminagonisten konnten eine Reduktion von motorischen 
Komplikationen, wie Dyskinesien und Verlangsamung des Krankheitsprozesses von 
Parkinson nachweisen (Olanow 2002;Ravenscroft et al. 2004). In vitro Untersuchungen in 
der DA mesencephalen Primärzellkultur zeigten, dass Lisurid eine protektive Wirkung für DA 
Neurone gegen L-Dopa und MPP+ induzierte Toxizität aufweist (Gille et al. 2002a). Auch in 
vivo erwies sich der Dopaminagonist Lisurid protektiv gegen induzierte Eisentoxizität (Double 
et al. 2003a). Besonders bei jüngeren und neu erkrankten Patienten therapiert man heute mit 
Dopaminagonisten. Eine transdermale Applikation von DA-Agonisten über Pflaster ist 
kürzlich zur Zulassung gekommen und ermöglicht eine kontinuierlichere Zufuhr der 
Wirkstoffe. 
1.4.2. Früherkennung, neuroprotektive und neuroregenerative 
 Therapiestrategien 
Früherkennung ist für die Therapie der Parkinson-Krankheit ein wesentlicher Faktor, der sehr 
bedeutend für den Erhalt der verbleibenden DA Neurone ist. Oft ist bei Diagnosestellung die 
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neuronale Degeneration schon weit fortgeschritten. Seit geraumer Zeit weiß man, dass die 
ersten Anzeichen der Parkinson-Krankheit mit einer Einschränkung des Riechvermögens 
einhergehen können (Hummel et al. 2004). Durch Tiefenhirnstimulation des Nucleus 
subthalamicus konnten Verbesserungen in der Diskriminierung von olfaktorischen Reizen 
festgestellt werden. In der Sonographie wurde eine erhöhte Echogenität der SNpc von 
Parkinsonpatienten gegenüber Kontrollpersonen beobachtet, dies ist ebenfalls ein Marker 
zur Frühdiagnose (Schweitzer et al. 2006). Eine Erhöhung des Eisengehalts in der SNpc 
wird dafür verantwortlich gemacht (Zecca et al. 2001). Verschiedene nuklearmedizinische 
bildgebende Verfahren wurden entwickelt, um Anzeichen des Verlusts DA Neurone sichtbar 
zu machen. Mit dem 18F-Dopa-PET (Positronen-Emissions-Tomographie) wird die Dopa-
Decarboxylase-Aktivität in vivo dargestellt. Der Dopamintransporter kann durch die Methode 
des SPECT (Single-Photon-Emission computed Tomographie) gezeigt werden (Lang and 
Lozano 1998).  
 
Neuroprotektive Therapien zielen meist auf eine Reduktion des oxidativen Stresses ab. Die 
Gabe des Nahrungsergänzungsmittels Coenzym Q10 oder anderen Antioxidantien wäre hier 
zu nennen. Coenzym Q ist an der Elektronenübertragung innerhalb der 
Atmungskettenkomlexe in den Mitochondrien beteiligt. Eine Erniedrigung der reduzierten 
Form von Coenzym Q wurde in Thrombozyten von Parkinsonpatienten detektiert (Gotz et al. 
2000). Parkinsonpatienten besitzen geringere Spiegel an Glutathion in der SN, welches als 
Antioxidans und Redoxregulator eine wichtige Funktion im Körper übernimmt. Eine Erhöhung 
des Glutathionspiegels könnte als wichtiger Zellschutz für die DA Neurone in der SN 
fungieren (Bharath et al. 2002). Polyphenole extrahiert aus grünem Tee wurden erfolgreich 
als Neuroprotektiva eingesetzt, indem sie die Wiederaufnahme von Dopamin verhinderten 
(Mandel et al. 2004;Pan et al. 2003). Auch Extrakte aus Blättern des Baumes Ginkgo biloba 
wirkten in Tierexperimenten positiv auf motorische Fähigkeiten nach neurotoxischem Insult 
(Kim et al. 2004). Experimentell nachgewiesen wurde außerdem, dass der Brain derived 
neurotrophic factor (BDNF) der Neurotoxizität von Glutamat entgegen wirken kann (Akaike et 
al. 1999). Die Blockierung des NMDA-Rezeptors ist heute eine mögliche Therapieoption 
(Ebadi et al. 1996). Im Mausmodell bewirkte eine Kombination aus einem NMDA-
Rezeptorantagonisten und Coenzym Q10 eine Verringerung der motorischen Defizite (Beal 
2002). Des Weiteren wird der MAO B - Hemmer Selegilin als neuroprotektives Medikament 
eingesetzt (Shoulson et al. 2002). Eine Unterdrückung entzündlicher Reaktionen durch 
Immunophiline und Glutamat-Antagonisten sind sich in Entwicklung befindende 
neuroprotektive Ansätze. Ebenso gibt es Strategien, die eine Aufrechterhaltung der Ca2+-
Homöostase bewirken oder Apoptose, Proteinaggregation und die Freisetzung von freiem 
redox-aktivem Eisen hemmen sollen.  
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Alle operativen Verfahren der Transplantation sind bis zum jetzigen Zeitpunkt rein 
experimentell und noch nicht für die Therapie zugelassen. Die schwedische Arbeitsgruppe 
um Björklund und Lindvall (Lindvall et al. 1990) führten eine erfolgreiche Transplantation von 
humanem embryonalen DA Gewebe in Parkinsonpatienten durch. Für einige Patienten 
besserten sich danach die motorischen Fähigkeiten. Es existieren auch Ansätze embryonale 
Mittelhirnzellen vom Schwein für Transplantationen zu nutzen, die zur Verbesserung der 
Parkinsonsymptome und zu keiner Abstoßreaktion führten (Schumacher et al. 2000). In einer 
amerikanischen Studie konnte mit humanen Zellen gezeigt werden, dass vor allem 
Patienten, die vor ihrem 60. Lebensjahr operiert wurden, klinische Verbesserungen 
aufwiesen. Ein erfolgreiches Anwachsen, gute Reinnervation und Differenzierung in 
funktionelle DA Neurone konnte in post mortem Gewebe von Probanden histologisch 
nachgewiesen werden (Freed et al. 2001). Eine Verpflanzung von embryonalen Stammzellen 
in das Striatum von Ratten und die anschließende Differenzierung in funktionelle DA 
Neurone verlief erfolgreich und verbesserte die motorischen Funktionen (Bjorklund et al. 
2002). Eventuell wäre die Transplantation von embryonalen pigmentierten Epithelzellen der 
menschlichen Retina eine Alternative. Man bräuchte für diese Methode bedeutend weniger 
Material als herkömmlich. Die Zellen können auf so genannten Spheraminen (Microcarrier 
aus Gelatine) kultiviert und vermehrt werden. Eine Transplantation in Affen verlief erfolgreich 
und es konnten DA Neurone im PET nachgewiesen werden (Doudet et al. 2004). Ethische 
Bedenken zum Benutzen abgetriebener Föten oder embryonaler Stammzellen, Verfügbarkeit 
und teure mikrobiologische Tests von Gewebe werfen Vorbehalte und Verbote gegen das 
Verpflanzen von embryonalem Gewebe oder Zellen auf. Die Entdeckung von multipotenten 
Stammzellen im adulten Gehirn und neuraler Stammzellen bietet neue Alternativen (Lois and 
Alvarez-Buylla 1993;Gritti et al. 1996;Gage 2000). Neurale Stammzellen sind 
Vorläuferzellen, die sich mit Hilfe von Wachstumsfaktoren wie FGF (Fibroblast growth factor) 
und EGF (Epidermal growth factor) in Oligodendrozyten, Glia und Neurone differenzieren 
lassen (Johe et al. 1996). Über die erfolgreiche Transplantation solcher Vorläuferzellen und 
deren funktionelle Differenzierung in DA Neurone ist berichtet worden (Svendsen et al. 
1996). Aber auch hier sind Bedenken, wie immunologische Abstoßreaktionen nicht von der 
Hand zu weisen. Ein Ziel der heutigen Forschung ist es, ganz ohne Transplantation die 
endogene Neurogenese von Stammzellen im adulten Gehirn voranzutreiben. Im Mausmodell 
gelang es in vivo die endogene Differenzierung von neuralen Vorläuferzellen durch EGF zu 
stimulieren (Craig et al. 1996). Die erfolgreiche Regeneration von neuralen Zellen im 
humanen Gehirn durch Infusion von GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) 
verspricht außerdem therapeutische Erfolge bei der Parkinson-Krankheit (Slevin et al. 2007).  
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1.5. Die embryonale Entwicklung des Mittelhirns bei Vertebraten und die 
 Entstehung von DA Neuronen 
Im Laufe der Evolution entwickelte sich das Gehirn der Vertebraten aus drei blasenartigen 
Anschwellungen des Neuralrohrs am vorderen Ende des Rückenmarks. Die ursprünglichsten 
Teile des Vertebratengehirns sind Vorderhirn mit Großhirn und Thalamus, das Mittelhirn mit 
Tectum opticum und das Rautenhirn bestehend aus Kleinhirn und Medulla oblongata 
(verlängertes Rückenmark). In der Entwicklung geschieht die Einteilung oder 
Regionalisierung der neuralen Platte in die vier Hauptkomponenten Vorderhirn, Mittelhirn, 
Rautenhirn und Rückenmark kurz nach der Gastrulation. Bevor jedoch die morphologische 
Unterteilung beginnt, unterliegt sie einem speziellen Muster von Transkriptions- und 
Sekretionsfaktoren aus Signalzentren im Neuroektoderm. Durch diese Signalzentren im 
Neuraldach und in der Grenze zwischen Mittelhirn und Rautenhirn (MHB = 
midbrain/hindbrain boundary) ist das Neuralrohr in eine anterior-poterior Achse (A-P) und 
dorso-ventrale Achse (D-V) unterteilt. Der neuroektodermale Transkriptionsfaktor Otx2 wird 
bei Beginn der Gastrulation stark in der anterioren Region exprimiert, während Gbx2 auf den 
posterioren Teil der Neuralplatte begrenzt ist. Die Expressionsgrenzen der Faktoren bilden 
die MHB (Prakash and Wurst 2004). Otx2 definiert also den Vorder- und Mittelhirnbereich, 











Abb.  1-4 Sagittale Ansicht des sich entwickelnden Maushirns mit wichtigen Signalzentren am 
Embryonaltag 10,5; nach Prakash und Wurst 2006. 
Unterschiedlich farblich markiert sind die Regionen der sezernierten Faktoren Otx2, Gbx2, Fgf8, Shh 
und Wnt1. Mit einem dickeren Pfeil ist die Abgrenzung zwischen Mittel- und Rautenhirn (MHB) 
gekennzeichnet. Der Bereich der Vorläuferzellen DA Neurone der späteren Substantia nigra pars 
compacta ist im ventralen Bereich des Mittelhirns violett markiert. Zwei Strukturen des Rauten- oder 
Nachhirns sind Raphekern (braun) und Locus coeruleus (türkis), die später serotoninerge und 
noradrenerge Neurone aufweisen. 
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Das Glykoprotein Sonic hedgehog (Shh) wird von der ventralen Mittellinie des Neuralrohres 
fast auf der gesamten Länge bis auf den vordersten Teil sezerniert, wobei ein ventrodorsaler 
Gradient entsteht. Nach Expression des Transkriptionsfaktors Pax2 werden die Faktoren 
Engrailed 1 (En1) und Wingless related MMTV integration site 1 (Wnt1) fast simultan 
exprimiert (Prakash and Wurst 2006a). Das Glykoprotein Wnt1 und der Fibroblasten 
Wachstumsfaktor Fgf8 werden von der MHB sezeniert und markieren die caudale und 
ventral-dorsale Grenze des Mittelhirns (Abb.  1-4). Wnt1 ist an der Generierung der DA 
Neurone im ventralen Mittelhirn beteiligt und fördert die Entstehung von Nurr1-positiven 
Vorläuferzellen, indem es als extrazelluläres Signalmolekül agiert. Nurr1 oder Nr4a2 
(Nuclear receptor family 4, group a, member 2) ist ein nukleärer Rezeptor, der entscheidend 
für die Entwicklung DA Neurone im postnatalen und adulten Gehirn ist (Prakash and Wurst 
2006b). Vorläuferzellen, die später Nurr1-positiv sind, exprimieren die 
Aldehyddehydrogenase Aldh1a1, deren Expression am Tag E 9,5 erstmals detektiert wird. 
Später wird Aldh1a1 auch postnatal in DA Neuronen der SNpc exprimiert, eine funktionale 
Aufgabe in der Entwicklung DA Neurone konnte in vivo bisher noch nicht nachgewiesen 
werden. Ein anderer Transkriptionsfaktor Pitx3 (paired-like homeodomain transcription factor 
3) scheint eine ähnlich wichtige Rolle bei der Differenzierung von postmitotischen DA 
Neuronen zu spielen und reguliert eventuell die Tyrosinhydroxylase direkt (Maxwell et al. 
2005). Wie En1 wird auch der Transkriptionsfaktor LIM-homeodomain family Lmx1b relativ 
früh in der embryonalen Entwicklung exprimiert und ein Knockout bewirkt eine fehlende 
Expression von Pitx3. Einen Überblick über die Länge und Startzeitpunkte der Expression 
der verschiedenen Faktoren, die wichtig für die Entwicklung und Erhalt der mesencephalen 
DA Neurone ist in Abb.  1-5 am Beispiel der Maus gezeigt.  
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Abb.  1-5 Zeitachse der Embryonalentwicklung der Maus (E 8 – E 13) mit wichtigen 
neurotrophen Faktoren, Transkriptionsfaktoren und Enzymen für die Induktion, Differenzierung 
und Erhaltung DA Neurone im ventralen Mittelhirn; nach Prakash und Wurst 2006. 
Es sind Tag 8 bis 13 der embryonalen neuralen Entwicklung gezeigt, in der sich der Großteil der DA 
Neurone im Mittelhirn entwickelt hat. Beginn der Induktion ist durch Linien bzw. Pfeile markiert. 
Durchgehende Linien kennzeichnen Moleküle, die unabdingbar für die Entwicklung DA Neurone sind. 
Die Pfeile markieren Faktoren, die auch in späteren fötalen und postnatalen Stadien benötigt werden. 
Nicht durchgehende Linien bedeuten, dass die direkte Erfordernis des entsprechenden Proteins für 
die Entwicklung DA Neurone noch nicht gezeigt werden konnte (Aldh1a1) oder dass sich die 
mesencephale DA Neuronenpopulation auch in Abwesenheit des Proteins normal entwickeln kann (Th 
und Dat). 
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1.6. Zielsetzung der Arbeit 
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die Ätiopathogenese der Parkinson-Krankheit noch nicht 
vollständig geklärt. Aktuell geht man von einem multifaktoriellen Ursprung der Krankheit aus. 
Dabei spielen genetische Prädisposition und Faktoren aus der Umwelt eine Rolle. Aufgrund 
ihrer strukturellen Verwandtschaft zu dem selektiven Modellneurotoxin MPP+, das 
Parkinsonsyndrome im Menschen auslösen kann, sind β-Carboline potentielle neurotoxische 
Stoffe, die zur Pathogenese der Parkinson-Krankheit beitragen können. Im ersten Teil der 
Arbeit sollten mögliche neurotoxische Mechanismen und Struktur-Wirkungsbeziehungen der 
BC 2-Me-BC, 9-Me-BC, 1,9-DiMe-BC und 2,9-DiMe-BC in der DA mesencephalen 
Primärzellkultur von C57Bl/6 Mausembryonen untersucht werden. Dieses Modellsystem 
wurde aufgrund der selektiven Empfindlichkeit des Stammes gegen MPP+ gewählt. Dabei 
wurde besonders auf die Mechanismen des Zelltodes Wert gelegt. Es wurden auch 
neurotoxische Effekte auf Genexpressionsebene untersucht. Unerwartete neuroprotektive 
Effekte von 9-Me-BC auf die Gesamtkultur, sowie seine stimulierenden Effekte auf die DA 
Neurone regten eine umfassende Untersuchung der diesen neuen Beobachtungen zu 
Grunde liegenden Mechanismen an. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden auf Genexpressionsebene mit Hilfe von Microarrays 
neuroprotektive Effekte des Dopaminagonisten Lisurid im gleichen Zellkulturmodell 
untersucht. Lisurid gehört zur Gruppe der Ergotalkaloide und wird in der Parkinsontherapie 
eingesetzt. Es konnten bereits in vitro und in vivo protektive Effekte gegen den Verlust von 
DA Neuronen nachgewiesen werden. Mögliche Kandidatengene, die in den Prozess der 
Neuroprotektion involviert sind, sollten in verschiedenen Experimenten detektiert werden. 
Zum einen wurde der Agonist für einen Zeitraum von 6 und 24 h inkubiert, zum anderen 
erfolgte nach 24 h Preinkubation mit Lisurid und anschließender Glutamatexposition die 
Analyse.  
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2. Materialien und Methoden 
2.1. Chemikalien 
Chemikalien für das Herstellen von Lösungen und Puffern wurden von folgenden Firmen 
bezogen: 
 Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe, D) 
 Fluka Chemie AG (Neu-Ulm, D) 
 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D) 
 Merck (Darmstadt, D) 
 Tocris (Avonmouth, UK) 
2.2. Geräte 
In Tab.  2-1 sind alle im Labor verwendeten Geräte mit genauer Bezeichnung, Firma und 
Herkunftsort aufgeführt. 
Tab.  2-1 Verwendete Geräte mit Bezeichnung des Typs, der Firma und Vertriebsort 
Gerät Firma 
Mikroskope und Kamera 
Zeiss Axiovert 35 Carl Zeiss AG (Jena, D) 
Stereoskop Stemi DV4 Carl Zeiss AG (Jena, D) 
Leica DM IRE2 HC Fluo Leica (Wetzlar, D) 
Leica Digitalkamera DC350 FX Leica (Wetzlar, D) 
Olympus CKX41 Olympus GmbH (Hamburg, D) 
Plattenlesegeräte und Photometer 
TECAN GENios TECAN (Crailsheim, D) 
TECAN SUNRISE TECAN (Crailsheim, D) 
Spektrofluorometer RFL 5001 PC Shimadzu (Jena, D) 
Spektrofluorometer SFM 25 KONTRON Instruments (Eching/München, D)
Spektrophotometer UVIKON 943 UV/VIS KONTRON Instruments (Eching/München, D)
Eppendorf BioPhotometer  Eppendorf (Hamburg, D) 
PCR Geräte 
Mastercycler Gradient Eppendorf (Hamburg, D) 
MX3000P™ QRT-PCR Stratagene (Amsterdam, NL) 
Zentrifugen 
Biofuge pico Kendro (Osterode, D) 
Biofuge primo Kendro (Osterode, D) 
Centrifuge 5403 Eppendorf (Hamburg, D) 
Centrifuge 5810 R Eppendorf (Hamburg, D) 
Waagen 
Scaltec SBA 52 SCALTEC (Heiligenstadt, D) 
Feinwaage Sartorius CP225D-OCE Sartorius AG (Göttingen, D) 
Sonstige Geräte 
Wallac WinSpectral® 1414 LSC Liquid 
Scintilation Counter  
PerkinElmer Wallac GmbH (Freiburg, D) 
Ultraschallbad Sonorex Super Digital Bandelin (Berlin, D) 
UV-Lampe UVC 30 Kendro (Langenselbold, D) 
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Thermomixer 5436 Eppendorf (Hamburg, D) 
Thermoschrank  Memmert (Schwabach, D) 
Wasserbad Julabo SW22 Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach, D) 
Autoklav Systec V-65 Systec GmbH (Wettenberg, D) 
Sezierbesteck Fine Science Tools (Heidelberg, D) 
Neubauer Zählkammer Optik Labor 
Pipetboy acu Integra Biosiences (Chur, CH) 
Pipetten/Multipette® plus Eppendorf (Hamburg, D) 
Labdancer VWR™ International (Darmstadt, D) 
Affymetrix®-Geräte 
GeneChip® Fluidics Station 400 Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA 
GeneChip® Scanner 2500 System  Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA 
2.3. Verbrauchsmaterialien 
In der folgenden Liste sind häufig verwendete Verbrauchsmaterialien mit Bezeichnung, 
Firma und Herstellungsort aufgeführt. 
 
Dulbeco’s PBS    PAA (Cölbe, D), Invitrogen (Karlsruhe, D) 
HBSS      Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Injektionswasser    Serum-Werk Bernburg AG (Bernburg, D) 
Multidish 4 Wells Nunclon Delta SI  NUNC™ (Wiesbaden, D) 




CELLSTAR® Test Röhrchen   Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen, D) 
 
96-Well-Platten 
für Fluoereszenz, schwarz   Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen, D) 




Combitips (5 ml, 10 ml)   Eppendorf (Hamburg, D) 
2.4. Software 
In diesem Kapitel sind häufig verwendete Software mit Hersteller und Vermarktungsort 
aufgeführt. Des Weiten wurden unter dem Kapitel Bioinformatik häufig verwendete 
Internetseiten zusammengefasst. 
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ADOBE PHOTOSHOP®     (München, D) 
 
Affymetrix®:      (High Wycombe, UK) 
Microarray Suite (MAS) 5.1 
MicroDB™ 3.0 
Data Mining Tool (DMT) 
NetAffx™ Analysis Center 
 
Leica FW4000-I     (Wetzlar, D) 
MxPro Stratagene     (Amsterdam, NL) 
GraphPad Software, www.graphpad.com  (San Diego, CA 92130, USA) 
SCION IMAGE, www.scioncorp.com  (Frederick, Maryland 21701, USA)l  
WinSpectral 1414     (Wallac, Finland) 
2.4.1. Bioinformatik 










Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, 
USA) entworfen. Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) synthetisiert 
und als entsalztes Lyophilisat geliefert (Custom Primers: DNA basic form, 25 nmol). Die 
verwendeten Primer für die Kulturcharakteristik sind in Tab.  2-2 und die Primer für die DA 
Markergene und neurotrophen Faktoren in Tab.  2-3 mit Namen, Sequenz und 
Genbanknummer aufgeführt. Die Oligonukleotide wurden intronüberspannend für 100 – 200 
bp große Fragmente konstruiert. Für die Überprüfung der Genexpressionsanalyse von 
Affymetrix® Arrays wurde auf das angegebene Ursprungstranskript (NetAffx™ Analysis 
Center) zurückgegriffen und das jeweilige auf dem Array gespottete Oligomer einbezogen 
(Tab.  2-4). 
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Tab.  2-2 Oligonukleotide für die Genexpressionsanalyse der Kulturcharakteristik 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘)  Accession# (GenBank) 
Hmbs 
(Hydroxymethylbilan Synthase) 
TGT ATG CTG TGG GTC AGG GAG 
CTC CTT CCA GGT GCC TCA GA 
 
NM 013551 
Gfap (Gliäres fibrilläres azides 
Protein) 
GAT CTA TGA GGA GGA AGT TCG 








Nr4a2 o. Nurr1 (nuclear receptor 
subfamily 4, group A, member 2)  
TGT CAG CAC TAC GGT GTT CG 
AGG GTA AAC GAC CTC TCC G 
 
NM_013613.1
Mtap2 (Mikrotubulin assoziiertes 
Protein 2) 
AAA GTC ACT GAT GGA ATA AGC 
TGC GAA TTG GTT CTG ACC TGG 
NM_008632.2
 
Tubb3 (Beta Tubulin 3)  GCT GTT CAA ACG CAT CTC G 
CGG ACA CCA GGT CAT TCA 
NM_023279.2
Gal C (Galactocerebrosid) CGA TTC CAG AGG GGA TGC AG 
CCC CTG AAG GAT GGG ACT GA 
NM_008079.3
Tab.  2-3 Oligonukleotide für die Genexpressionsanalyse der DA Markergene 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘)  Accession# (GenBank) 
Aldh1a1 (aldehyde dehydro-
genase family 1, subfamily A1) 
ACG GCT CTT CAC CTG GCA TC 





CAC AAC CCT GCG ATC CTA CTC 
CGC TTG TCT TCC TTC TCG TTC 
 
NM_010133.1
Nr4a2 o. Nurr1 (nuclear receptor 
subfamily 4, group A, member 2)  
TGT CAG CAC TAC GGT GTT CG 
AGG GTA AAC GAC CTC TCC G 
 
NM_013613.1
Pitx3 (paired-like homeodomain 
transcription factor 3) 
GAG GAC GGC TCT CTG AAG AA 
CTC AGT GAG GTT GGT CCA CA 
 
NM_008852.1
Polr2a (polymerase (RNA) II 
(DNA directed) polypeptide A) 
CAG TGG CTT CAG CCC AGG TT 





CCG AAC GAT TTA AGG AAC TCA 
CAT TTA ACT TGT CTT TGC ACC TC 
 
NM_009170.2
Slc6a3 o. Dat (solute carrier 
family 6 (neurotransmitter trans-
porter, dopamine), member 3) 
ATG CTG CTC ACT CTG GGT ATC 





GCC TTC CGT GTG TTT CAG TG 
GGC AAA TGT GCG GTC AGC 
 
NM_009377.1
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Wnt1 (wingless-related MMTV  
integration site 1) 
GCG TTC ATC TTC GCA ATC AC 
CCA AAG AGG CGA CCA AAA TC 
 
NM_021279.3
Wnt5a (wingless-related MMTV  
integration site 5A) 
AGG GAA CGA ATC CAC GCT A 
GAC ACT CCA TGA CAC TTA CAG GC 
 
NM_009524.2
Tab.  2-4 Oligonukleotide für die Kontrolle der Genexpressionsanalyse mit Microarrays von 
Affymetrix® 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘) Accession# (GenBank) 
Akr1c20 (aldo-keto reductase 
family 1, member C20) 
GTG TGG CAT GTG TTG CAG GA 
TGG CTG GTA AAC GTC ACA TGG 
NM_054080 
Aplp2 (amyloid beta (A4) 
precursor-like protein 2) 
AGT TGG TGC CGA AGG GAC AA 
TGA GTG GCC ATC AGA CAT GC 
NM_009691 
Dcamkl1 (double cortin and 
calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase-like 1) 
TCC CTG TGC TGG TCA TCC TG 
GGT CAC GGG TAT GGT CTA AA 
NM_019978 
Ddc (L-DOPA-Decarboxylase) CCA CCT TGG TGG CCC TAC TG 
GTT GCC ATC CGA AGG GAC TG 
NM_016672.1 
Fscn1 (fascin homolog 1, actin 
bundling protein) 
GGA CCG CCT GTC CTG CTT C 
CCT GGA AGG CCA AGG TGA TG 
NM_007984 
Gpr27  
(G protein-coupled receptor 27) 
TCT ACG CCA TCA CGC TGC TC 
GGC TCG GAA ACA GTC CCT CA 
NM_008158 
Map3k12 (mitogen activated 
protein kinase kinase kinase 12) 
CCA CGT AAG TCA CTG TGG CAT C 
GCT TCT CCC CCT TTT GTT TTT 
NM_009582.2 
NeuroD1 Variante 1 
(neurogenic differentiation 1) 
TCA AAC AAA TGG TGG TTT GTC A 
CCA GCA TCA CAT CTC AAA CAG C 
NM_010894 
NeuroD1 Variante 2 GAG AAG AAA ACC ATC CCT GGA C 
GAA GTG CTA AGG CAA CGC AAT C 
NM_010894 
Rpl35  
(ribosomal protein L35) 
AGG CTG CTT CAG CCG TGA AC 
CGG GCG ATA GAC TTG CGA AC 
NM_025592.2 
Tfpt 
(TCF3 (E2A) fusion partner) 
CGG GAG ATC GAG CAG GTG AA 
TCA GCA TTG CCT GGG GTA GG 
NM_023524 
Thrap3 (thyroid hormone receptor 
associated protein 3) 
TGC TGT CCC ATG GCT CTT TG 




CTC CTT TGC CTC GCT GGA CT 
CTC CAG ACT CCG CGG TCT TC 
NM_013697 
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2.6. Untersuchte ß-Carboline 
Alle untersuchten ß-Carboline (BC) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Lehmann (Institut 
für Pharmazie, Friedrich-Schiller-Universität Jena, D) in kristalliner Form zur Verfügung 
gestellt. Die Substanzen sind in Tab.  2-5 mit Namen, molarer Masse, Summenformel und in 
dieser Arbeit verwendeten Abkürzungen aufgeführt. 2-Me-BC wurde aus Norharman nach 
einer modifizierten Methode nach (Spenser 1956) mit Methyliodid in Aceton hergestellt. 9-
Me-BC wurde ebenfalls von Norharman ausgehend in Dimethylformamid (DMF) mit 
Natriumhydrid (NaH) und einer equimolaren Menge Methyliodid synthetisiert (Ho et al. 
1969;Ho et al. 1969). Durch eine Aufarbeitung mit überschüssigem 2M HCl entstand 
Hydrochlorid, das als Ionenpaar mit Chloroform extrahiert wurde. Als Ausgangssubstanz für 
2,9-DiMe-BC wurde in analoger Weise zu der Synthese des 2-Me-BC, die freie Base von 9-
Me-BC in Aceton gelöst und mit Methyliodid umgesetzt. Die Substanzen wiesen keine 
Verunreinigungen in ihren 1H und 13C NMR Spektren auf. 
Tab.  2-5 Untersuchte β-Carboline (BC). 
Aufgeführt sind die BC 2-Methyl-β-carbolinium Iodid, 9-Methyl-β-carbolin x HCl, 1,9-Dimethyl-β-
carbolin x HCl und 2,9-Dimethyl-β-carbolinium Iodid mit molarer Masse, Summenformel und in dieser 










2-Methyl-β-carbolinium Iodid 310,13 C12H11IN2 2-Me-BC 
9-Methyl-β-carbolin x HCl 218,63 C12H11ClN2 9-Me-BC 
1,9-Dimethyl-β-carbolin x HCl 232,71 C13H13ClN2 1,9-DiMe-BC 
2,9-Dimethyl-β-carbolinium Iodid 324,16 C13H13IN2 2,9-DiMe-BC 
2.7. Dopaminerge mesencephale Primärzellkultur des Mausstammes 
 C57Bl/6 
2.7.1. Tierhaltung 
Die Tiere des Mausstammes C57Bl/6 wurden von der Firma Charles River Wiga (Sulzfeld, 
D) bezogen und im Experimentellen Zentrum des MTZ (Medizinisch Theoretisches Zentrum) 
der TU Dresden gehalten. Die Haltung erfolgte in Makrolonkäfigen Typ 3 (Indulab AG, CH) 
mit einem zwölfstündigen Hell-Dunkel-Rhythmus nach Richtlinien der Europäischen Union 
(86/609/EU) für Labortiere. Die Mäuse wurden mit energiereduziertem Alleinfutter der Firma 
Ssniff (Soest, D) ernährt. Pro Käfig wurden 4-8 Tiere gehalten. 
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Zur Erzeugung von Embryonen wurden 2 männliche Tiere zu bis zu 8 weiblichen Tieren 
gesetzt und am nächsten Tag wieder getrennt. Nach 14 Tagen wurden die trächtigen 
Weibchen separiert und es folgte die Präparation. 
2.7.2. Präparation 
Das Sezierbesteck wurde vor der Präparation bei 180 °C für 2 h in einem Thermoschrank 
sterilisiert. Für die Präparation der Embryonen am 14. DIV (Abb.  2-1) wurden die weiblichen 
Tiere in einem Gefäß mit CO2-Zufuhr getötet. Nach Desinfektion des Abdomens mit 80 
%igem Ethanol wurde beginnend von Höhe des Afters ein Y-förmiger subkutaner und 
danach peritonealer Schnitt gesetzt und die Uteri mit steriler Schere und Pinzette entfernt. 
Durchschnittlich enthielt ein Tier 8 Embryonen. Die Uteri wurden in eine Petrischale mit 
sterilem PBS überführt. Weitere Präparationsschritte erfolgten unter der Sterilbank. 
Die Embryonen wurden mit einer spitzen Schere und Pinzette aus dem Uterus entfernt und 
in eine Petrischale mit sterilem PBS transferiert. Danach erfolgte ein Schnitt unterhalb der 
oberen Extremitäten, wobei der obere Teil wieder in eine Petrischale mit PBS überführt 
wurde. Die weitere Präparation wurde mit Hilfe eines Stereoskops durchgeführt. Der Embryo 
wurde auf der Seite liegend mit einer Pinzette im dorsalen Bereich fixiert. Mit einer 
Federschere erfolgte ein Schnitt in Höhe der Augen, die Schädelhaut wurde bis zum 
Hinterkopf vertikal geschnitten und das Gehirn freigelegt. Es folgte ein Schnitt entlang des 
Nackens und danach wurde das Gehirn von der Schädelbasis und dem Rückenmark 
getrennt. Das Gehirn wurde vollständig von der Schädelhaut gelöst und in eine Petrischale 
überführt. Danach wurden das Großhirn und der Hirnstamm mit Kleinhirnansatz von dem 
Mittelhirn getrennt Abb.  2-1 D. In einem weiteren Schritt wurden die Hirnhäute des Mittelhirns 
mit Pinzetten entfernt. Mit zwei Pinzetten wurden für einen Kulturansatz bis zu 18 
Mesencephala in einer kleinen Petrischale in einem Tropfen PBS gleichmäßig zerteilt.  















Abb.  2-1 A-D Einzelne Präparationsschritte und schematische Darstellung des embryonalen 
Gehirns am 14. DIV. 
A zeigt ein weibliches Tier des Mausstammes C57Bl/6 vor der Präparation. Nach der Entnahme der 
Embryonen aus dem Uterus wurden die unteren Extremitäten entfernt (B). Der Pfeil in C weist auf das 
Mittelhirn des Embryos, welches im nächsten Schritt präpariert wurde. D zeigt die schematische 
Darstellung des embryonalen Gehirns am 14. DIV. In der lateralen Ansicht sind die einzelnen 
Komponenten wie Prosencephalon, Mesencephalon, Anlage des Cerebellums, Medulla oblongata und 
das Rückenmark beschriftet. Die grauen Linien markieren die Schnittebenen für die Präparation des 
Mesencephalons. Der rote Bereich markiert die ventrale Region mit der Substantia nigra. 
2.7.3. Zellkultur 
Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. Verwendete Glasgefäße wurden zuvor 
bei 180 °C für 2 h in einem Thermoschrank sterilisiert. Zellkulturmedien wurden vor ihrer 
Verwendung auf 37 °C temperiert. 
Die Gewebestücke wurden in ein 15 ml Röhrchen mit 2 ml 0,2 %iger Trypsinlösung und 2 ml 
0,02 %iger DNase I-Lösung mit einer Pipette überführt und bei 37 °C für 7 min in einem 
Wasserbad inkubiert. Das Röhrchen wurde dabei von Zeit zu Zeit vorsichtig geschwenkt. 
Danach folgte ein Zentrifugationsschritt bei 100 g für 4 min, der Überstand wurde verworfen. 
Das Gewebepellet wurde in ein Glasröhrchen mit 3 ml serumhaltigem Medium und 0,02 
%iger DNase überführt und mit einer abgeflammten Pasteurpipette (Durchmesser etwa 0,5 - 
1 mm) dissoziiert. Dieser Ansatz wurde 10 min im Brutschrank inkubiert, danach der 
Zellüberstand vorsichtig abgenommen und in einen Erlmeyerkolben mit Zellkulturmedium 
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pipettiert. War das Gewebe nicht vollständig dissoziiert, wurde dieser Vorgang wiederholt. 
Die Zellzahl wurde mit einer Zählkammer bestimmt und auf 650 000 Zellen pro ml eingestellt. 
Danach wurden 750 µl Zellsuspension pro Well in Poly-D-Lysin beschichtete 4-Well-Platten 
ausgesät. Somit betrug die Zelldichte 257 000 Zellen/cm2. Die Beschichtung der 4-Well-
Platten erfolgte mit 50 µg/ml Poly-D-Lysin ü.N. in der Sterilbank oder während einer 30 min 
Inkubation im Brutschrank. Jedes Well wurde nach dem Absaugen des Poly-D-Lysins einmal 
mit PBS gewaschen. Die Inkubation der dopaminergen Primärzellkultur erfolgte in einer 
wassergesättigten Atmosphäre bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank. Die Hälfte des 
serumhaltigen Mediums wurde am ersten Tag nach der Präparation ausgetauscht (1. DIV = 
erster day in vitro). Danach erfolgte am 3. DIV ein kompletter Mediumwechsel. Am 5. DIV 
wurde die Hälfte des serumhaltigen Mediums mit serumfreiem Medium mit B27-Supplement 
ersetzt und am 6. DIV vollständig ausgetauscht. Danach erfolgte der Mediumwechsel mit 
serumfreien Medium jeden zweiten Tag. 
2.7.4. Zellkulturmedien und Lösungen 
Die für die Zellkultur verwendeten Nährmedien und Lösungen und deren Zusammensetzung 
bzw. Herstellung sind im Folgenden mit aufgeführt. Eine Zusammenstellung der 
verwendeten Materialien mit Firma und Herkunftsland sind am Ende des Kapitels aufgelistet. 
 
D-(+)-Glucose-Lösung: 
Mit Injektionswasser wurden 100 ml einer 20-%igen Glucose-Lösung hergestellt. Die Lösung 
wurde anschließend autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt. 
DNase-Lösung: 
Es wurde eine DNaseI-Stammlösung (10 mg/ml) mit Injektionswasser hergestellt und nach 
dem gebrauchsfertigen Aliquotieren in 200 µl PCR-Gefäßen bei –20 °C aufbewahrt. Die 
Stammlösung wurde für die Präparation mit PBS zu einer 0,02 %igen Lösung verdünnt. 
Penicillin-Streptomycin-Lösung: 
Das Penicillin-Streptomycin wurde in 20 ml Injektionswasser gelöst und anschließend zu je 1 




DMEM (+4500 mg/l Glucose, +L-Glutamin, -Pyruvat)  
10 mM Hepes 
30 mM D-Glucose 
100 U/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin 
10 % FKS  
 




Das serumfreie Medium enthielt die gleiche Zusammensetzung, wie das serumhaltige, nur 




B-27 Supplement (ohne Antioxidantien)    Invitrogen (Karlsruhe, D) 
D-(+)-Glucose (mouse embryo tested)    Sigma (Steinheim, D) 
DMEM (+4500 mg/l Glucose, +L-Glutamin, -Pyruvat)  Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Dnase I        Roche (Mannheim, D) 
FKS (hitzeinaktiviert)       Sigma (Steinheim, D) 
Hepes (1M)        Sigma (Steinheim, D) 
Penicillin-Streptomycin (500x)      Roche (Mannheim, D) 
Poly-D-Lysin, lyophilisiert 5 mg     Sigma (Steinheim, D) 
TrypLE™ Express       Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Trypsin-EDTA (10 x)       Invitrogen (Karlsruhe, D) 
2.8. Behandlung und Aufbereitung der dopaminergen mesencephalen 
 Primärzellkultur 
Die Behandlung der Kulturen mit DAT-Inhibitor, neuroprotektiven (Lisurid, BC) oder 
neurotoxischen (BC, Glutamat, 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridinium Ion (MPP+)) Substanzen 
erfolgte je nach Experiment für 24 h oder 48 h. Die Inkubation mit Lisurid begann am 8. DIV 
und am 9. DIV erfolgte die Glutamatzugabe. Die Behandlung mit BC begann am 6., 8., oder 
10. DIV. Am 10. DIV erfolgte die Inkubation mit dem DAT-Inhibitor und MPP+. Dazu wurde 
die jeweilige Substanz entsprechend auf einer Feinwaage eingewogen, immer frisch in 
sterilem Injektionswasser oder Medium gelöst und eine Stammlösung hergestellt. Die 
Stammlösung wurde nach Mediumwechsel in die einzelnen Wells (1:10 – Verdünnung) 
tropfenweise pipettiert, um die benötigten Endkonzentrationen zu erhalten.  
Nach Ablauf der Inkubationszeit (24 – 48 h Behandlung + ev. Nachinkubation ohne 
Substanz) erfolgte entweder die Fixierung des Gewebes für Färbungen oder die Zellen 
wurden für andere Experimente aufgearbeitet. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die 
Zellen mit einer Pipette vorsichtig mit PBS von dem Boden der Kulturschale abgelöst. Für 
Versuche, wie Caspase 3-Nachweis und verschiedene Genexpressionsanalysen wurde das 
Gewebe von 2-4 Wells oder teilweise der gesamten 4-Well-Platte in einem Reaktionsgefäß 
vereinigt und anschließend bei 5000 x g zentrifugiert. Danach wurde das PBS abgenommen, 
das Zellpellet in flüssigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur weiteren Verwendung bei –
80 °C aufbewahrt. 
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2.9. Fixierung, Fluoreszenzfärbung und immunocytochemische Färbung 
 der dopaminergen mesencephalen Primärzellkultur 
Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen vorsichtig mit PBS (37 °C) gewaschen 
und 30 s mit vorgekühltem Accustain (4 °C), einer paraformaldehydfreien Fixierlösung, bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit PBS bei Raumtemperatur 
(RT). Danach wurden die Zellen mit 0,4 %-igem Triton X-100 für 15 min bei RT 
permeabilisiert. Anschließend wurde das Gewebe für 1 h mit 5 %-igem Pferdeserum (TH-
Färbung) oder 3 %-igem Eselserum (für Alexa-Farbstoffe) bei RT inkubiert, um unspezifische 
Wechselwirkungen des Antikörpers (AK) zu unterbinden. Dann erfolgte die Inkubation mit 
dem 1. Antikörper bei RT oder 4°C (Fluoreszenzfärbung) über Nacht.  
 
BrdU-Färbung 
Die Kultur wurde für 2 – 6 h im Brutschrank mit BrdU-haltigem Medium inkubiert. Dazu 
wurden 10 µl einer 5 mM BrdU-Stammlösung zu 500 µl Medium gegeben. Danach wurden 
die Zellen gewaschen und mit 4 % PFA 5 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
10-minütige Inkubation mit eiskaltem saurem Ethanol (95 % Ethanol + 5 % Eisessig) bei -20 
°C. Die fixierten Zellen wurden 2x mit 2N HCl und 4x mit PBS gewaschen. Danach wurden 
die Zellen mit dem spezifischen Anti-BrdU-AK in 3 % Ziegen-Serum und 0,2 %-Triton bei 4 
°C über Nacht inkubiert. 
 
Immunfluoreszenzfärbung 
Bei der Immunfluoreszenzfärbung wurde die 4-Well-Platte anschließend 3 x mit PBS 
gewaschen und danach 1 h mit dem 2. Antikörper (Alexafarbstoffe, mit einer 1:500-
Verdünnung in PBS) lichtgeschützt auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Danach wurde 5 min 
mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 (7,5 µg/ml finale Konzentration) gefärbt und nach 
dem Waschen mit PBS mit dem Fluoreszenzmikroskop überprüft und Photos aufgenommen. 
 
Immunocytochemische Färbung 
Für die immunocytochemische Färbung wurde der ABC Elite Kit von Vectastain verwendet. 
Nach Inkubation mit dem 1. AK wurde jedes Well 3 x mit PBS gewaschen und danach 1 h 
mit dem 2. biotinylierten AK bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte 1 h Inkubation mit Avidin-
Biotin-Horseradish-Peroxidase-Komplex bei RT. Nach 3-maligem Waschen mit PBS wurde 
das Produkt mit dem Vector VIP (purple) Kit enwickelt und die Färbeintensität der TH-
positiven Neurone unter dem Lichtmikroskop beobachtet (cirka 2 – 5 min). 
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2.10. Quantifizierung der TH-positiven Neurone in der dopaminergen 
 mesencephalen Primärzellkultur 
TH-positive Neurone wurden an einem inversen Lichtmikroskop mit Hilfe eines Fotorahmens 
von Zeiss (foto 35, 9x12/4x5) quantifiziert. Dabei wurden die DA Neurone von 22 Feldern 
(1,302 mm2/ Feld) pro Well (1,9 cm2) in der 100 x Vergrößerung ausgezählt. Der Mittelwert 
TH-positiver Neurone in der Kontrolle betrug am 12. DIV 1000-2000 Zellen/Well. Pro 
Behandlung wurde jeweils eine 4-fach-Bestimmung durchgeführt und das Experiment dann 
3-5 Mal mit unabhängigen Kulturen wiederholt.  
2.11. Primäre und sekundäre Antikörper, verwendete Seren und Färbungen 
In dieser Arbeit kamen verschiedene immunocytochemische und auf Fluoreszenz 
basierende Färbungen mit diversen Antikörpern (AK) zum Einsatz. In der Tab.  2-6 sind 
primäre und sekundäre Antikörper, verwendete Seren und Färbekits mit Namen, Spezies, 
verwendeter Verdünnung oder Konzentration und Firma aufgeführt. Der sekundäre AK Alexa 
Fluor 488 besitzt sein Absorptions- bzw. Emissionsmaximum bei 495/519 nm, Alexa Fluor 
555 bei 555/565 nm, Alexa Fluor 594 bei 590/617 nm und Alexa Fluor 647 bei 649/666 nm 
(Emittiertes Licht ist bei Alexa Fluor 647 meist nicht sichtbar für das menschliche Auge und 
wird nur von der Kamera detektiert). 
Tab.  2-6 Primäre und sekundäre Antikörper, verwendete Seren und Färbekits mit Namen, 




Name/nähere Erläuterung Spezies Antigen 
Spezies 
Herkunft Verdünnung Firma 
BrdU (Bromodesoxyuridin, 
monoklonal) Maus, Human Ratte 1 :40 
Abcam, 
Cambridge, GB
Aktive Caspase 3 (polyklonal) Human, Maus, Ratte Kaninchen 1:100 
Chemicon® 
International, 
Hofheim, D  
Dopaminrezeptor D2DR  
(H-50), polyklonal, erkennt 
extrazelluläre Domäne 
Human, Ratte, 













Gal C, Galactocerebrosid Human, Ratte, Maus Maus 1:750 
Chemicon® 
International,  
GFAP, Gliäres fibrilläres Acid 
Protein (monoklonal) Säuger, Huhn Maus 1:1000 
BD Pharmingen, 
San Diego, CA, 
USA 
Glutamat Human, Maus Kaninchen 1:10000 Sigma 
Glutamattransporter Meerschwein, Ratte, Maus Ziege 1:4000 
Chemicon® 
International,  
MAP2, Microtubulin- Human, Maus Maus 1:500 BD Pharmingen, 
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assoziiertes Protein 2, 
(polyklonal) 
San Diego, CA, 
USA 
Nestin (monoklonal) Ratte Maus 1:500 Chemicon
® 
International 
NeuN (Neuronaler Kern, 
monoclonal) 
Human, Ratte, 
Maus, Huhn Maus 1:200 
Chemicon® 
International 








TH, Tyrosin Hydroxylase 
(monoklonal) 
Ratte, Huhn, 
Wachtel, Rind Maus 1:3500 
Chemicon® 
International 











Alexa Fluor 488 Kaninchen Ziege 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 488 Kaninchen Esel 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 555 Kaninchen Ziege 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 555 Maus Ziege 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 594 Ratte Esel 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 594 Maus Esel 1 :500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 594 Ratte Esel 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 647 Maus Esel 1:500 Molecular Probes™ 
Alexa Fluor 647 Kaninchen Esel 1:500 Molecular Probes™ 











Seren und Färbereagenzien 
 
Name Spezies Konzentration Firma 
Ultrafiltriertes 
Normalserum Pferd 0,1 % Vector Laboratories 
Normalserum (100 ml) Gans 2 % Sigma, Taufkirchen, D 
Normalserum (100 ml) Pferd 2 % Sigma, Taufkirchen, D 
Normalserum (für 10 ml) Esel 3 % 
Jackson Immuno Research 
Laboratories, West Grove, PA, 
USA 
Vectastain® Elite ®ABC Kit (Standard) 0,2 % Vector Laboratories 
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Vectastain® Elite ® ABC Kit (Universal)  Vector Laboratories 
Vector® VIP Substrate Kit für Peroxidase  Vector Laboratories 
Trypanblau-Lösung (20 ml) 0,4 % Sigma, Taufkirchen, D 
Triton X-100 0,4 % Fluka, Neu-Ulm, D 
2.12. Fluoreszenzfarbstoffe 
In Tab.  2-7 sind alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit Namen, Anregung/Emission, 
Filtersystem, zu färbender Struktur und Firma für Radikalnachweise, Kernfärbung und 
Untersuchungen des mitochondrialen Potentials aufgeführt. 
Tab.  2-7 Fluoreszenzfarbstoffe mit Namen, Anregung/Emission, Filtersystem, zu färbender 
Struktur und Firma.  












DAF-FM 495/515 MS 2/ FITC NO· Molecular Probes™ 
Fluoro-Jade® B 480/525 FITC Degenerierte Neurone 
Chemicon® 
International 
































Transition Pore Assay 















2.13. Aufnahme und Analyse von Fluoreszenzphotos 
Die Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop mit einer computergesteuerten Digitalkamera 
(Leica DC350 FX) mit der Software LEICA FW4000-I aufgenommen. Für 
Lebendzellexperimente wurde zusätzlich ein Inkubator mit kontinuierlicher CO2-Zufuhr (5 %) 
und ein Temperaturkontrolltisch (37 °C) verwendet. Die Bildanalyse erfolgte densitometrisch 
mit ADOBE PHOTOSHOP® oder SCION IMAGE (SCION Corporation, Maryland, USA) für 
ROS- und NO·-Analyse. 
2.14. Detektion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
Der Fluoreszenzfarbstoff 5-(and-6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetat, 
acetyl ester (CM-H2DCFDA, Molecular Probes™) wurde zur Detektion reaktiver 
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Sauerstoffspezies (ROS) verwendet. Die ungeladenen Moleküle gelangen durch die 
Zellmembran und im Inneren der Zelle werden die lipophilen Gruppen von unspezifischen 
Esterasen abgespalten. Dabei wird das Molekül in eine geladene Form transformiert und die 
Estergruppen hydrolysiert. 
Die Kultur wurde am 8, 9, 10 und 13 DIV mit 0,75 µM CM-H2DCFDA (Stammlösung 1 mM in 
DMSO) in PBS bei 37 °C für 15 min inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal vorsichtig 
mit warmem PBS gewaschen und mit frischem Medium M199 am Fluoreszenzmikroskop 
analysiert. Medium M199 wurde aufgrund seiner geringen Eigenfluoreszenz ausgewählt, die 
aminhaltige Medien aufweisen und so mit einem zu starken Hintergrund im 
Wellenlängenbereich des Fluoreszenzfarbstoffes die Qualität und Auswertung der Photos 
behindern. 
2.15. Detektion von NO•-Radikalen 
Für die Detektion von NO•-Radikalen wurde der Farbstoff 4-amino-5-methylamino-2’,7’-
difluorescein diacetat (DAF-FM diacetate von Molecular Probes™) verwendet. DAF-FM 
diacetat diffundiert passiv durch die Zellmembran und wird von intrazellulären Esterasen zu 
dem schwach fluoreszierenden DAF-FM acetyliert. DAF-FM entwickelt dann eine starke 
Fluoreszenz, wenn es mit NO-Radikalen zu Benzotriazol reagiert. 
Die Kultur wurde am 8, 9, 10 und 13 DIV mit 1 µM DAF-FM diacetat in PBS (Stammlösung 5 
mM in DMSO) bei 37 °C für 20 min inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal vorsichtig 
mit warmen PBS gewaschen und nochmals bei 37 °C mit Medium M199 inkubiert, um die 
komplette Abspaltung der Estergruppen zu gewährleisten. Anschließend erfolgte die Analyse 
mit frischem Medium M199 am Fluoreszenzmikroskop. 
2.16. Detektion von Veränderungen des mitochondrialen 
 Membranpotentials (Δψm) mit JC-1 
Veränderungen des mitochondrialen Membranpotentials (Δψm) in der DA Primärzellkultur 
wurden mit dem mitochondrialen Sensor JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin Iodid) von Molecular Probes untersucht. JC-1 ist ein 
kationischer Farbstoff, der je nach mitochondrialem Potential bestimmte 
Fluoreszenzeigenschaften besitzt. Polarisierte Mitochondrien (aktiv) werden in von dieser 
Substanz im rotfluoreszierenden Bereich dargestellt. Kommt es zu einer Depolarisierung der 
Mitochondrien (Inaktivierung z.B. durch Toxine) wandelt sich der Farbstoff in ein 
grünfluoreszierendes Monomer um. 
Für die Stammlösung wurde das JC-1-Pulver (1mg/ml) in DMSO gelöst und in einer finalen 
Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt. Die Zellen wurden für 20 min bei 37 °C in DMEM mit 
JC-1 inkubiert, danach 2 x mit PBS gewaschen und anschließend in Medium M199 am 
Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
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2.17. Bestimmung der radikalfangenden Kapazität von ß-Carbolinen mit dem 
 ABTS˙-Assay 
Die Untersuchung zur Bestimmung der radikalfangenden Eigenschaft von den ß-Carbolinen 
9-Me-BC, 1,9-Dime-BC und 2,9-Dime-BC (50 µM) wurde in Anlehnung an (Re et al. 1999) 
durchgeführt. Dafür wurde aus dem Peroxidase - Substrat ABTS (2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonat) diammonium salz) und KPSO4 (Kaliumpersulfat) eine 
Arbeitslösung hergestellt. 7 mM ABTS und 2,45 mM KPSO4 wurden ü. N. (12 – 16 h) Licht 
geschützt inkubiert. Als Referenzsubstanzen wurden Trolox™ (Vitamin E) und Vitamin C mit 
einer Konzentration von 10 µM verwendet. Die optische Dichte der Arbeitslösung wurde 
durch Verdünnung mit PBS nach einem Absorptionsscan auf einen Wert von 0,7 eingestellt. 
Zunächst wurde ein Startwert der ABTS˙-Lösung ohne Substanzen ermittelt. Danach wurden 
die Substanzen als Stammlösung (1 mM bzw. 5 mM) mit einem Volumen von 10 µl mit einer 
Mehrkanalpipette zu 990 µl ABTS-Lösung zupipettiert und mit einem Rührkamm vermengt. 
Die Messung der Änderung der optischen Dichte erfolgte alle 1 min über einen Zeitraum von 
5 min an einem Spektrophotometer Uvikon 943 bei einer Wellenlänge von 734 nm in 
Quartzküvetten Suprasil von Hellma (10 mm Schichtdicke). 
 
ABTS (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonat) Diammoniumsalz) 
Ascorbinsäure (Vitamin C) 
KPSO4      SIGMA (Steinheim, D) 
 
Ascorbinsäure (Vitamin C) 
Trolox™ (Vitamin E)    Fluka Biochemika (Steinheim, D) 
2.18. Bestimmung der Laktatdehydrogenase im Zellüberstand 
Für die Quantifizierung von Laktatdehydrogenase (LDH) im Überstand der Zellkulturen 
wurde der LDH Cytotoxicity Detection Kit von Roche (Mannheim, D) nach Angaben des 
Herstellers verwendet. Dafür wurden von jedem Well 500 µl Medium nach 24 h und 48 h 
Behandlung abgenommen und bis zur Analyse bei –20 °C eingefroren. Von jeder Probe 
wurden 100 µl Medium in 96 well-Platten (Nunc) pipettiert und als Blindwert nur Medium 
(B27) mitgeführt. Danach wurde 100 µl Reaktionsmix zupipettiert, bestehend aus Katalysator 
und Farblösung, und die Platte für mindestens 30 min im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit 50 µl 1N HCl-Lösung. Die Messung der Absorption 
wurde im Plattenlesegerät von Tecan Sunrise bei 490 nm und einer Referenzwellenlänge 
von > 600 nm durchgeführt. 
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Prinzip: 
    LDH 
1. Laktat + NAD+   Pyruvat + NADH/H+ 
 
      Reduktion 
2. H/H+ Tetrazoliumsalz INT (gelb)   Formazan (rot) 
2.19. Bestimmung von L-Laktat im Zellüberstand 
Die L-Laktatbestimmung im Überstand der Zellkulturen erfolgte enzymatisch nach Angaben 
des Herstellers mit dem L-Laktat Kit von Boehringer Mannheim/R-Biopharm (Mannheim, D). 
Die Messung wurde bei 340 nm mit Einmal-Küvetten von BRAND GMBH + CO KG, 
PLASTIBRAND® (Wertheim, D) im Spektrophotometer UVIKON 943 UV/VIS durchgeführt. 
 
Prinzip: 
   L-LDH 
L-Lactat + NAD+  Pyruvat + NADH+ + H+ 
 
    GTP 
Pyruvat + L-Glutamat   L-Alanin + 2 Oxoglutarat 
 
In Anwesenheit von L-Glutamat und Glutamat-Pyruvat-Transaminase wird das 
Reaktionsgleichgewicht auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben. 
Tab.  2-8 Versuchsansatz zur Bestimmung von L-Laktat im Überstand der Zellkultur. In der 
Tabelle sind die verwendeten Reagenzien und die Volumina der einzelnen Ansätze aufgeführt. 




Glycylglycinpuffer 1000 µl 1000 µl 500 µl 









Probelösung - 100 µl 50 µl 
Bidest. Wasser 1000 µl (500 µl) 900 µl 450 µl 
 
Der Ansatz (Tab.  2-8) wurde mit einem Rührspatel gut gemischt und erstmalig nach 5 min 
die Extinktion bei 340 nm im Spektofluorometer von UVIKON 943 UV/VIS (KONTRON 
Instruments, Eching/München, D) bestimmt (= E1). Danach erfolgte die Zugabe von 20 µl L-
Laktat-Dehydrogenase-Lösung zum Starten der Reaktion. Nach 30 min Inkubation bei RT 
wurde E2 bestimmt (von Leerwert und Probe) und es folgte die Berechnung der Daten. 
 




ΔE = (E2-E1)Probe – (E2-E1)Leerwert 





c =   V * MG     * ΔE (g/l) 
 ε * d * v * 1000 
 
c = 2,240 * 90,1         * ΔE (g/l) 
             ε * 1 * 0,1 * 1000 
 
c = 2,018 * ΔE (g/l) 
             ε  
 
V = Testvolumen (ml) 
V = Probevolumen (ml) 
MG = Molekulargewicht Laktat (g/mol) 
d = Schichtdicke (cm) 
ε = Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm = 6,3 (l*mmol-1*cm-1) 
2.20. Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration (von Zellen pro Well) der DA Primärzellkultur 
erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit von Pierce (Bonn, D) nach Angaben des Herstellers. 
Das Testprinzip kombiniert die standardisierte Biuretreaktion (Reduktion von Cu+2 zu Cu+ 
durch Protein) mit der selektiven und sensitiven Farbreaktion von grün zu violett mit 
Bicinchoninsäure (BCA). Für die Bestimmung wurden 10 - 25 µl je Standard (BSA, 
Arbeitsbereich: 20 – 2.000 µg/ml) und Probe in eine 96-Well-Platte pipettiert, 200 µl 
Arbeitslösung zugegeben und die Platte 30 s geschüttelt. Nach Inkubation für 30 min bei 37 
°C wurde die Absorption nach Abkühlung auf RT bei 562 nm im Plattenlesegerät gemessen. 
Die Auswertung der Daten erfolgte anhand der Standardkurve (Doppelbestimmung). Als 
Blindwert wurde PBS gemessen und dieser Absorptionswert anschließend von den 
Probewerten subtrahiert. 
2.21. Bestimmung der intrazellulären DA-Konzentration mit dem DA-ELISA 
Die Dopaminkonzentration in den Zellen der DA Primärzellkultur wurde mit dem Dopamin 
Enzym Immunoassay (ELISA) von DLD Diagnostika (Hamburg, D) bestimmt. Die Kulturen 
wurden nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC am 12. DIV mit PBS gewaschen. Dann 
wurden 100 µl 0,01 M HCl in jedes Well pipettiert und die Zellen mit einer Pipettenspitze vom 
Boden der Kulturschale gekratzt. Das Zelllysat wurde danach kurz im Ultraschallbad 
inkubiert und danach für 5 min bei 13 000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde bis zum 
Gebrauch bei -20 °C eingefroren. Für die Extraktion und Acetylierung wurden 100 µl des 
Lysats und 20 µl des Dopamin-Standards (10 – 2065 ng/µl) in eine 48 Well-Platte pipettiert. 
Der Dopamin-ELISA wurde dann nach Angaben des Herstellers in einer 96-Well-Platte 
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durchgeführt. Die Absorption wurde bei 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm 
in einer 96-Well-Platte im Plattenlesegerät Tecan Sunrise (Crailsheim, D) gemessen. Mit 
Hilfe einer Standardkurve bekannter Dopaminkonzentrationen wurde der Dopamingehalt in 
jeder Probe bestimmt.  
2.22. Bestimmung der [3H]-Dopaminaufnahme 
Für die [3H]-Dopamin-Stammlösung ([2,5,6-3H]-Dopamin, Amersham, GB) wurden 30 µl von 
der mit Tritium markierten Dopaminlösung (250 µCi in 250 µl; 9.1 Ci/mmol) in 2970 µl PBS 
verdünnt. Die Zellen wurden am 12. DIV nach 48 h Inkubation mit 50 µM 9-Me-BC mit 37 °C 
warmem PBS gewaschen. Zu 450 µl warmem Aufnahmepuffer (HBSS mit 33 mM Glukose) 
wurden 50 µl der [3H]-Dopamin-Stammlösung pipettiert (32 nM [3H]-Dopamin). Nach exakt 15 
min im Brutschrank wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis gestellt. 
Die unspezifische Aufnahme von [3H]-Dopamin wurde mit Zellen von Kontrollplatten 
untersucht, die während der 15 min Inkubation mit Aufnahmepuffer und der [3H]-Dopamin-
Stammlösung auf Eis standen. 500 µl von 96 %igem Ethanol wurde dann in jedes Well zu 
den Zellen gegeben und eine Lyse von 30 min bei RT auf einem Orbitalschüttler 
durchgeführt. Das Lysat wurde danach in Szintillationsgefäße (Roth, D) zu 5 ml 
Szintillationscocktail (Ultima Gold MV, Packard, Groningen, NL) gegeben und kräftig 
geschüttelt. Die Radioaktivität wurde im Wallac Win Spectral 1414 Flüssigkeits-
Szintillationszähler (Perkin Ellmer Wallac GmbH, Freiburg, D) bestimmt. Für die spezifische 
Aktivität wurden 3 Gefäße mit 50 µl der [3H]-Dopamin-Stammlösung gemessen. Der 
Szintillationscocktail ohne Zellen wurde als Blindwert von den Werten aller Proben 
abgezogen.  
2.23. Bestimmung von Adenosintriphosphat (ATP) 
Der Gesamtgehalt an Adenosintriphosphat (ATP) in der DA Primärzellkultur wurde für die 
Zellen pro Well mit dem Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay (PROMEGA, 
Mannheim, D) bestimmt. Das Testprinzip basiert auf der ATP-abhängigen Reaktion von 
Luciferin zu Oxyluciferin und der damit gekoppelten Entwicklung eines Lumineszenzsignales, 
welches direkt proportional zum ATP-Gehalt ist. 
Für die Bestimmung wurde das Gewebe von der Kulturschale mit 200 µl PBS abgelöst, die 
Zellsuspension in 2 ml Reaktionsgefäße überführt und mit einer Multipette auf ein Volumen 
von 2 ml aufgefüllt. Die Zellsuspension hatte so eine Konzentration von etwa 25 000 Zellen/ 
100 µl. Bis zur Messung wurden die Zellen auf Eis inkubiert. Dann wurde stets frisch ein 
ATP-Standard (Roche, Mannheim, D) in PBS angesetzt (1 nM – 1 µM in 10er-
Verdünnungsreihe) und als Blindwert PBS pipettiert. Je 100 µl Standard (4-fach 
Bestimmung) und Probe (vorher gut gemischt) wurden in eine weiße 96-Well-Platte (Greiner, 
Frickenhausen, D) pipettiert und 100 µl CellTiter-Glo Reagenz mit einer Mehrkanalpipette 
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zugegeben. Nach 2 min Inkubation auf einem Orbitalschüttler zum Lysieren der Zellen wurde 
die Platte für 10 min bei RT inkubiert, um das Lumineszenzsignal zu stabilisieren. Die 
Lumineszenz wurde anschließend in einem Plattenlesegerät von TECAN GENios bei einer 
Integrationszeit von 0,25 s pro Well und einer Verstärkung von 125 gemessen. Anhand des 
Standards wurde die ATP-Konzentration der Zellen pro Well berechnet. 
2.24. Bestimmung der Caspase 3-Aktivität als proapoptotischer Marker 
Die Bestimmung der Caspase 3-Aktivität in der DA Primärzellkultur erfolgte mit dem 
EnzCheck Caspase-3 Assay Kit von Molecular Probes (Karlsruhe, D) nach Angaben des 
Herstellers. Das Testprinzip beruht auf der proteolytischen Spaltung des Caspase 3 
Substrates Z-DEVD-AMC durch intrazelluläre Caspase 3 zu fluoreszierendem und damit 
messbarem AMC (7-Amino-Methyl-Coumarin). 
Für den Test wurden Zellen von 2 Wells nach abgeschlossener Behandlung vereinigt und 
wie unter 2.8. beschrieben aufbereitet. Nach erfolgter Lyse für 5 min im Trockeneis-Ethanol-
Bad wurden nach 5 min bei 5000 x g Zentrifugation 50 µl des Zellüberstandes in eine 
schwarze 96-Well-Platte (D) pipettiert. Danach wurden 50 µl der 2 x Substrat-Arbeitslösung 
zu Proben, Blindwert und Standard pipettiert und die Platte zugedeckt für 30 min bei RT 
inkubiert. Die Fluoreszenz wurde bei einer Anregung/Emission von 342/441 nm gemessen. 
Da der Assay kontinuierlich weiterläuft, kann zu verschieden Zeitpunkten gemessen werden. 
Als Blindwert wurde PBS gemessen. Die Werte des Referenzstandards AMC (0 – 100 µM) 
dienten abschließend zur Berechnung der Caspase 3-Aktivität der Proben.  
2.25. Bestimmung der intrazellulären Konzentration von ß-Carbolinen 
Die intrazelluläre Konzentration von 2,9-Dimethyl-BC und 9-Methyl-BC wurde fluorimetrisch, 
basierend auf der Eigenschaft der Autofluoreszenz von BCs, bestimmt. Die Messung der 
Konzentration von 2,9-Dimethyl-BC erfolgte nach 6, 12, 24 und 48 h Inkubation mit 14 µM 
bei einer Anregung von 305 nm und einer Emission von 475 nm im Spektrofluorometer von 
Shimadzu, RFL 5001 PC (Jena, D). 9-Methyl-BC wurde nach 1, 3, 6, 12 und 24 h Inkubation 
mit 50 µM bei einer Anregung/Emmision von 300/470 nm im Spektrofluorometer Kontron 
SFM 25 (KONTRON Instruments, Eching/München, D) detektiert.  
Nach dem Waschen der Zellen mit PBS wurden 300 µl Lysepuffer (0,2 mol/l HCl; 2 mM 
EDTA) je Well pipettiert und die 4-Well-Platten 1 h bei RT auf dem Orbitalschüttler inkubiert. 
Anschließend folgte ein 3-maliger Einfrier-Auftau-Zyklus bei -80 °C und 37 °C. Danach wurde 
das Zelllysat mit der Pipette mehrere Male suspendiert und 250 µl je Probe in eine 96-Well-
Platte pipettiert. Bis zur Messung aller Proben wurde die Platte bei -20 °C eingefroren. Die 
Berechnung der Konzentration erfolgte mit Hilfe eines Standards (1 nM – 10 µM des 
jeweiligen BC). Die gemessene Konzentration wurde auf das Gewebegewicht pro Well 
bezogen (Bestimmung mit einer Feinwaage). 
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2.26. Quantifizierung der Zellproliferation mittels BrdU-Inkorporation 
Um den Anteil der mitotischen Zellen in der DA Primärzellkultur zu bestimmen, wurde der 
Cell Proliferation ELISA kit, BrdU (Bromodesoxyuridine) colorimetrisch von Roche 
(Mannheim, D) nach Angaben des Herstellers verwendet.  
Die Kulturen wurden am 12. DIV für 4 h mit 10 µM (finale Konzentration) BrdU, einem 
Thymidin-Analog, bei 37 °C in Kulturmedium inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden 
die Zellen mit 400 µl Fixierlösung bei RT fixiert und anschließend 60 min mit anti-BrdU-POD-
Arbeitslösung (monoklonaler Antikörper, konjugiert mit Peroxidase) inkubiert. Nach 3 
Waschschritten und einer Inkubation mit 400 µl Substratlösung (TMB, Tetramethylbenzidin) 
für 10 min wurde die Reaktion mit 100 µl 1 M H2SO4 gestoppt. Die Absorption wurde 
anschließend bei 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 690 nm mit dem 
Plattenlesegerät TECAN GENios gemessen. Als Blindwert diente eine Messung eines Wells 
ohne Zellen. 
2.27. Gesamt-RNA-Isolierung und Messung von RNA-Konzentrationen 
Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen (Hilden, D) nach Angaben des 
Herstellers isoliert. Dafür wurden Zellen nach Waschen mit sterilem PBS von einer oder 
mehreren 4-Well-Platten in einem RNase freien Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, D) 
auf Eis vereinigt. Anschließend wurden die Zellen bei 5000 x g für 5 min bei RT zentrifugiert 
und der Überstand abgenommen. Das Zellpelett wurde in Lysepuffer aufgenommen, 
resuspendiert und in einer QIAshredder-Säule von Qiagen homogenisiert. Während der 
RNA-Isolierung wurde ein DNA-Abbau mit dem RNase-Free DNase Set von Qiagen 
durchgeführt. Die Gesamt-RNA wurde mit 30 µl RNase freiem Wasser von der Säule eluiert. 
Dieser Schritt wurde mit demselben Eluat wiederholt, wenn hohe RNA-Konzentrationen 
benötigt wurden. Die RNA-Konzentration und Qualität wurde bei 260 nm und 260/280 nm in 
einem BioPhotometer von Eppendorf (Hamburg, D) bestimmt. 
2.28. Agarose-Gelelektrophorese 
Zur analytischen Überprüfung der RNA-Qualität und qRT-PCR-Produkte wurde die Agarose-
Gelelektrophorese genutzt. Es wurden 1 %ige (RNA) oder 2 %ige (DNA) Gele verwendet. 
Das Agarosepulver wurde mit 1x TAE-Puffer versetzt und in einem Erlmeyerkolben in der 
Mikrowelle aufgekocht. Zu dem leicht abgekühlten Gel (etwa 50 °C) wurde SYBR-Green 
(0,0002 % v/v) gegeben und in Gelträger gegossen. Nach Auspolymerisierung wurde das 
Gel in die Elektrophoresekammer mit 1x TAE-Puffer gestellt. Die DNA-Proben wurden mit 2-
fachem Ladepuffer gemischt und mit einem Marker aufgetragen. RNA-Proben und 
Größenstandards (RNA Ladder) wurden vor dem Auftragen für 10 min bei 70 °C erhitzt und 
danach auf Eis gestellt. Die Auftrennung der DNA – Fragmente oder RNA erfolgte bei 100 
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Volt für 40 min (RNA) oder bei 60 Volt für 90 min (DNA). Anschließend wurden die 
Nukleinsäuren unter UV-Licht in einem Transilluminator visualisiert.  
 
SeaKem® LE Agarose    Biozym Diagnostik (Oldenburg, D) 
SYBR®Green      Molecular Probes™ (Karlsruhe, D) 
GeneRuler™DNA Ladder, Low Range  Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D) 
RNA Ladder, High/Low Range   Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D) 
 
TAE-Puffer (50x), pH 8,0    für 500 ml 
       121,8 g Tris 
       9,3 g Na2EDTA 
       28,55 ml Essigsäure 
2.29. Methoden der Genexpressionanalyse 
2.29.1. Quantifizierung von mRNA mit der quantitativen real time RT-PCR 
cDNA Synthese und PCR wurden mit dem Brilliant® SYBR Green QRT-PCR master mix kit 
(1-step, Statagene) in dem Mx3000p QRT-PCR System von Stratagene (La Jolla, CA, USA) 
durchgeführt. Alle mRNA-Sequenzen von Mus musculus wurden mit der öffentlichen 
Datenbank Entrez Nucleotides Database ermittelt. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide). Oligonukleotide wurden wie 
unter 2.5. beschrieben hergestellt und mit einer finalen Konzentration von 0,5 µM eingesetzt. 
Alle Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 µl mit cirka 100 ng RNA und einem 
thermischen Profil von 25 min bei 50 °C (cDNA-Synthese), 15 min bei 95 °C (Inaktivierung 
des RT-Enzyms) und 40 Zyklen für 15 s bei 94 °C, 20 s bei 60 °C und 30 s bei 72 °C 
durchgeführt. Das Programm wurde mit einem Dissoziations-Zyklus für das Detektieren der 
Schmelztemperatur des Produktes beendet. Änderungen der Genexpression wurden mit der 
Ct(2-∆∆Ct)-Methode (Pfaffl 2001) mit den Referenzgenen Hmbs, Polr2a und Rpl35 berechnet. 
2.29.2. Genexpressionsanalyse von Signaltransduktionswegen 
Nach 24 h Inkubation der DA Primärzellkultur mit 50 µM 9-Methyl-BC erfolgte eine 
Genexpressionsanalyse verschiedener Signaltransduktionswege mit dem Mouse Signal 
Tranduction PathwayFinder™RT²Profiler™PCR Array von Superarray (Frederick, MD, USA). 
Die Gesamt-RNA wurde nach 24 h am 11. DIV isoliert, wie unter 2.24. beschrieben und es 
folgte die cDNA-Synthese mit dem SuperScript™III First-Strand Synthesis SuperMix von 
Invitrogen (Karlsruhe, D) nach Angaben des Herstellers. Diese Reaktion wurde in einem 
Volumen von 20 µl im Eppendorf Mastercycler (Hamburg, D) mit 1 µg Gesamt-RNA 
durchgeführt. Das folgende Protokoll wurde dafür verwendet: 10 min bei 25 °C, 30 min bei 50 
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°C, 5 min bei 85 °C und nach Zugabe von 1 µl RNase H weitere 20 min bei 37 °C. 
Anschließend wurde die cDNA mit 80 µl ddH2O verdünnt und für die quantitative real time-
PCR mit dem RT²Real-Time™SYBR Green PCR Master Mix von Superarray (Frederick, MD, 
USA) verwendet. Der Mastermix wurde nach Angaben des Herstellers in einer sterilen 
Multikanalschale mit der RNA vermischt und anschließend mit einer Multikanalpipette unter 
Verwendung neuer Pipettenspitzen für jede Reihe der 96-Well-Platte pipettiert. Die 
quantitative real time-PCR wurde im Mx3000p QRT-PCR System von Stratagene (La Jolla, 
CA, USA) durchgeführt. Es wurde folgendes thermisches Profil verwendet: 10 min bei 95 °C 
für die Aktivierung der HotStart DNA Polymerase, 40 Zyklen für 15 s bei 95 °C zur 
Denaturierung, 30 s bei 55 °C für das Anlagern der Oligonukleotide und 30 s bei 72 °C für 
die Elongation. Änderungen in der Genexpression wurden mit der vergleichenden Ct(2-∆∆Ct) 
Methode unter Verwendung von 5 verschiedenen Referenzgenen analysiert. 
2.29.3. Genexpressionsanalyse mit GeneChip® Mouse Expression Arrays 
 430A 
Um die neuroprotektiven Mechanismen des DA Agonisten Lisurid näher zu untersuchen, 
wurden Genexpressionsanalysen im Microarray-Format mit dem GeneChip® Mouse 
Expression Array 430A von Affymetrix® (Abb.  2-2) durchgeführt. Mit dieser Art der 
Expressionsanalyse ist es möglich, Änderungen von 22600 Transkripten gleichzeitig zu 
untersuchen. Im folgenden Abschnitt werden nähere Erläuterungen zum experimentellen 
Design, der Durchführung und abschließenden Datenanalyse gegeben. 
 
 
Abb.  2-2 GeneChip® Mouse Expression Array 430A.  
Die Eigenschaften des verwendeten Arrays mit Anzahl der Transkripte (Probe sets), Abmaßen 







Feature size 18 x 18 µm
Oligonucleotid-
L ä nge 25-mer
Probe pairs/ 
sequence 11
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2.29.3.1. Experimentelles Design 
Alle Expressionsanalysen wurden mit dem Mausstamm C57/Bl6 durchgeführt. Als 
Zellmaterial wurden Zellen von 3 individuellen Experimenten der DA mesencephalen 
Primärzellkultur (wie unter 2.7. beschrieben) verwendet. Die Zellen wurden am 8. DIV mit 0,1 
µM Lisurid für 24 h oder 6 h behandelt und anschließend die RNA isoliert (wie unter 2.27. 
beschrieben). Erfolgte die Nachbehandlung mit Glutamat am 9. DIV wurde für 24 h am 8. 
DIV mit Lisurid und anschließend 15 min mit 0,5 mM Glutamat behandelt. So sollte die 
neuroprotektive Wirkung des DA Agonisten gegen das Neurotoxin Glutamat untersucht 
werden. Eine alleinige Behandlung mit Glutamat für 15 min am 9. DIV wurde ebenso 
durchgeführt. 4 h nach der 15 min Glutamatbehandlung wurden die Zellen für die RNA-
Isolierung verwendet. Diese Experimentreihe mit Glutamat und die Lisurid für 6 h wurde nur 
einmal durchgeführt, da nach dem 24 h-Experiment eine sehr große Ähnlichkeit der Arrays 
untereinander festgestellt werden konnte.  
2.29.3.2. Durchführung 
Für die Herstellung der fragmentierten cRNA wurde das Protokoll wie von Affymetrix 
angegeben verwendet. Unter der Internetseite http://www.affymetrix.com/support/ technical/ 
manuals.affx kann man alle notwendigen Protokolle finden und herunterladen. In Abb.  2-5 
sind die wichtigsten Schritte graphisch dargestellt. Als erstes wurde nach der RNA-Isolierung 
deren Qualität und Intaktheit im Agarosegel überprüft (Abb.  2-3). 
 












Abb.  2-3 Überprüfung der RNA Qualität mittels Gelelektrophorese.  
Von jeder RNA-Probe wurde 1 µg aufgetragen und im Agarosegel 40 min bei 100 V aufgetrennt. Bei 
guter Qualität sollte die 28 s-Bande etwa doppelt so groß sein wie die 18 s RNA-Bande. M = Marker, 
bp = Basenpaare, 1-4 = RNA-Proben für die Genexpressionsanalyse mit Mikroarrays. 
1. RNA-Isolierung mit anschließender Intaktheits- und Qualitätsüberprüfung im 
Agarosegel mittels Gelelektrophorese (Abb.  2-3) 
2. Erststrang-cDNA-Synthese mit 5 µg Gesamt-RNA, T7-oligo(dT)Nukleotid von 
Whatman Biometra™ (PCR-Grade, HPLC) und der Superscript II RT von 
Invitrogen im Eppendorf Cycler 
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3. Zweitstrang-Synthese mit Enzymen von Invitrogen 
4. Cleanup doppelsträngiger cDNA mit dem empfohlenem Set von Qiagen 
5. Synthese Biotin-gelabelter cRNA (in vitro Transkription) mit dem ENZO 
BioArray™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit von ENZO 
6. Cleanup und Quantifizierung der Biotin-gelabelten cRNA mit dem Affymetrix® 
GeneChip Sample Cleanup modul von Qiagen und dem Biophotometer von 
Eppendorf 
7. Berechnung des korrigierten cRNA-Gehaltes 
8. Fragmentierung der cRNA (Mindestkonzentration von 0,6 µg/µl) mit 



















Abb.  2-4 Überprüfung der erfolgreichen Fragmentierung von cRNA mit saurer Hydrolyse.  
Es wurde zur Kontrolle unfragmentierte, unaufgereinigte cRNA (Spur 1), aufgereinigte unfragmentierte 
cRNA (Spur 2) und 0,5 µg fragmentierte cRNA (Spur 3). Zur Bestimmung der Fragmentgröße wurden 
2 Marker verwendet. M1 = RNA Marker High Range, M2 = RNA Marker Low Range. Die Fragmente 
sollten Größen zwischen 35 und 200 bp aufweisen. 
9. Überprüfung der Fragmentierung auf dem Agarosegel mit Gelelektrophorese 
(Abb.  2-4) 
10. Herstellung des Hybridisierungscocktails nach Angaben von Affymetrix® 
11. Hybridisierung der Arrays für 16 h bei 45 °C im Hybridisierungsofen, zunächst auf 
einem Test3Array, später für den Mouse Array 430A 
12. Waschen und Färben der Arrays in der GeneChip® Fluidics Station 400 von 
Affymetrix® nach dem Protokoll Euk-GE-WS2v4 
13. Scannen der Arrays mit dem GeneChip® Scanner 2500 System von Affymetrix® 
14. Analyse und Report, Überprüfung der Qualität der Arrays nach bestimmten 
Kriterien 




Abb.  2-5 Schematische Darstellung einzelner Schritte für die Generierung von cRNA für die 
Hybridisierung des Arrays.  
2.29.3.3. Kriterien für die Qualtitätsüberprüfung der Arrays 
Die Analyse der Arrayqualität wird mit Hilfe eines automatisch generierten Reports im MAS 
5.0 durchgeführt. Hierbei wurde auf folgende Eigenschaften des Arrays geachtet: 
 
1. Background < 100 
2. Noise < 3 
3. Verhältnis der Present/Absent Calls sollte für Test3 Arrays nicht schlechter als 20/80 
und bei allen anderen Arrays nicht schlechter als 30/70 liegen 
4. Housekeeping Gene sollten present und das 3’/5’-Verhältis sollte < 3 sein, liegt es 
höher, ist dies ein Hinweis auf degradierte RNA 
5. Die internen Kontrollen wie BioB mit der geringsten Konzentration sollten present 
sein 
2.29.3.4. Datenanalyse 
Die Datenanalyse erfolgte mit zwei verschiedenen Methoden, der Perfect match-Mismatch-
Analyse und dem Robust Multi-Array Average Algorithmus. Mit Hilfe von Microarray Suite 5.0 
(MAS 5.0) von Affymetrix® wurden die Signaldaten des Arrays mit der Perfect match (PM)-
Mismatch (MM)-Analyse untersucht. Dabei stellt der PM das richtige Transkript dar, während 
der MM das Gleiche 25 Oligomer nur mit einem Austausch der mittleren Base beschreibt. 
Das Signal des MM wird dann von der Signalstärke des PM subtrahiert (PM-MM), um 
Signale von unspezifischen Bindungen zu reduzieren. Von dem Bild der Datendatei (DAT 
file) wird eine Zellintensitätsdatei erstellt (CEL file), von der wiederum eine Chipdatei (CHP 
file) kreiert wird. Diese Chipdatei enthält dann die Daten für die Expressionsanalyse im MAS 
5.0, für die statistische Analyse, die Analyse im MicroDB und Datengewinnung im Data 
Mining Tool (DMT) für hoch - oder runterregulierte Gene ebenfalls von Affymetrix®. Die p - 
Werte des Vergleiches von jedem Probe Set (gespottetes Oligomer) wurden mit dem 
Wilcoxon’s Signed Rank Test generiert. Alle Änderungen in der Genexpressionsstärke höher 
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oder niedriger als Signal Log Ratio (SLR) 0,5 (bedeutet 20,5 = 1,4-fache Änderung) für den 
Lisurid-24 h-Versuch und SLR 1 oder 2 (bedeutet 22 = 4-fache Änderung) für das Lisurid-
Glutamat-Experiment wurden berücksichtigt. Eine abschließende Untersuchung der 
Genlisten mit dem online verfügbaren NetAffx®, http://gopubmed.org, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov und http://www.pantherdb.org komplettierte die Datenanalyse. 
 
RMA arbeitet im Vergleich zu PM-MM-Analyse mit einer Matrix von Expressionssignalen, die 
von allen CEL files des Datenprojekts gewonnen werden. Der CEL file enthält das 
Zellintensitätsbild des ersten Scans. In diesem Algorithmus wurde nur das PM einbezogen. 
Die Signale des Hintergrunds wurden von bestimmten Arealen des Arrays als MM später 
vom PM abgezogen. 
2.30. Statistik 
Alle Experimente, bis auf die Microarrays wurden 3 - 6 Mal wiederholt, so dass verschiedene 
Präparationen von Kulturen berücksichtigt wurden. Des Weiteren erfolgte für jedes 
Experiment eine 4-fach-Bestimmung, durch die Auswertung von 4 Wells einer Kulturplatte. 
Nur für die Auswertung der Caspase-3-Aktivität erfolgte eine Doppelbestimmung, da dafür 2 
Wells für eine ausreichend messbare Caspaseaktivität vereinigt wurden. Für Versuche mit 
Fluoreszenzindikatoren wurden pro Well 6-10 Bilder ausgewertet. Die Auswertung der Daten 
wurde mit dem Statistikprogramm GraphPad InStat vorgenommen. Für alle Experimente 
wurden Nicht-parametrische Tests, wie Kruskal-Wallis oder Mann-Whitney U-Test 
verwendet. Für die Analyse der Genexpression mit der Real Time RT-PCR wurde die 
Signifikanz mit dem T-Test berechnet. Die p-Werte der Affymetrix®-Datenanalyse erfolgte 
mit dem Wilcoxons Signed Rank Test. Die im Teil Ergebnisse aufgeführten Daten 
repräsentieren die Mittelwerte ± SEM. Signifikanzen sind mit Sternen gekennzeichnet, dabei 
stehen * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Allgemeine Kulturcharakteristik der DA mesencephalen 
 Primärzellkultur 
Im folgenden Abschnitt wird ein allgemeiner Überblick über die Charakteristik der DA 
mesencephalen Primärzellkultur gegeben. Dabei werden generelle Eigenschaften, wie 
vorkommende Zelltypen in der Kultur beschrieben und ein besonderes Augenmerk auf das 
Verhalten der Zellkultur über eine definierte Zeitspanne gerichtet. Für die Einordnung und 
spätere Interpretation von nachfolgenden Experimenten ist dieses Kapitel als unterstützende 
Hilfe anzusehen. 
3.1.1. Charakterisierung der neuralen Zelltypen der DA Primärzellkultur 
Das neurale Gewebe der präparierten mesencephalen Primärzellkultur bestand zu etwa 55 - 
65 % aus Gliazellen und zu 30 - 40 % aus verschiedenen Typen von Neuronen. Dabei wurde 
der Anteil der DA Neurone auf etwa 1 % bestimmt. In der Kultur konnten außerdem 
proliferierende Zellpopulationen mit Hilfe der BrdU-Färbung identifiziert werden (etwa 2-5 %). 
Die Astrozyten als ein Typ von Gliazellen wurden mit dem Markerprotein GFAP über 
Fluoreszenzfärbung visualisiert (Abb.  3-1 F). Der Gesamtanteil der Neurone wurde mit dem 
NeuN-Antikörper über Immunofluoreszenzfärbung bestimmt (Abb.  3-1 A-D). 
Oligodendrozyten konnten mit dem Markerprotein GalC charakterisiert werden (Abb.  3-1 E). 
Eine Quantifizierung war jedoch nicht möglich, da das Protein nur punktuell auftritt. Eine 
Zuordnung bei einigen Zellen war jedoch durchführbar. 
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Abb.  3-1 Neurale Zelltypen in der mesencephalen Primärzellkultur.  
A zeigt die Anfärbung der Nuclei aller Zelltypen mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst. NeuN wurde als 
Markerprotein für alle neuronalen Kernstrukturen verwendet (B). C stellt die Überlagerung der 
Kernstrukturen und damit den Anteil der Neurone in violett dar. Die quantitative Darstellung (D) zeigt 
einen Gesamtanteil der Neurone von etwa 40 %. Der Maßstab zeigt eine Distanz von 50 µm. Alle 
Bilder wurden mit dem 20 x-Objektiv aufgenommen. Pro Well wurden 10 Aufnahmen gemacht und 
insgesamt 4 Wells ausgewertet (MW ±SEM von 3 unabänigen Experimenten). E zeigt in roter Färbung 
(AK Alexa 594) neurale Zellen, die GalC-positiv sind und somit als Oligodendrozyten identifiziert 
werden konnten. In Abb. 5 F sind Astrozyten (grün) mit dem Markerprotein GFAP über Fluoreszenz 
(2. AK Alexa 488) visualisiert, rote Zellkerne sind BrdU-positiv (mitotisch). 
3.1.2. Relative Quantifizierung von neuralen Markergenen in der DA
 Primärzellkultur mit qRT-PCR vom 7. DIV – 14. DIV 
Um das Verhalten und die Zusammensetzung der neuralen Gene innnerhalb der DA 
mesencephalen Primärzellkultur besser beurteilen zu können, wurde eine relative 
Quantifizierung mit qRT-PCR während der Kultivierung durchgeführt. Dabei wurden die 
Expression der neuralen Gene Map2ab (Mikrotubulus assoziiertes Protein 2), beta-Tubulin 3, 
Gfap (gliäres fibrilläres azides Protein), Th (Tyrosin Hydroxylase), Nurr-1 (Nukleärer 
Rezeptor Subfamilie 4, Gruppe A, Mitglied 2) und GalC (Galactocerebrosid) untersucht und 
quantifiziert. Als Referenzgen diente Hmbs (Hydroxy-Methylbilan Synthase). Die einzelnen 
Änderungen der Expressionswerte wurden für jedes Gen auf den Ausgangswert des 7. DIV 
bezogen und daraus das Verhältnis (Ratio) gebildet. 
In Abb.  3-2 sind die Expressionsänderungen der neuralen Gene über die Zeit abgebildet. Die 
Quantifizierung der mRNA erfolgte am 7., 8., 10., 12. und 14. DIV der Kultur. Im Vergleich 
zum 7. DIV stieg die Genexpression von Map2 zum 8. DIV sehr stark an (42-fache). Ab dem 
8. DIV kam es dann zu einer deutlichen und kontinuierlichen Expressionserniedrigung von 
Map2, welches ein Markergen für reife Neuronen ist. Beta Tubulin 3, ein Marker für 
heranreifende Neurone, zeigte über die Kultivierungsdauer von 7 Tagen eine stabile 
Genexpression ohne große Veränderungen verglichen mit dem 7. DIV. Die Expression des 
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Markergenes für Gliazellen, Gfap, stieg über die Zeit kontinuierlich an (vom 30-fachen – 84-
fachen der Expression vom 7. DIV). Verglichen mit dem 7. DIV stieg die Genexpression von 
Th ab dem 10. DIV stetig an. Die Expression des Transkriptionsfaktors Nurr-1, welcher 
wichtig für die Entwicklung reifer DA Neurone ist, zeigte einen leichten Anstieg bis zum 10. 
DIV und fiel danach unter das Expressionsniveau des 7. DIV. Das untersuchte Gen GalC als 
Marker für die Oligodendrocytenpopulation innerhalb der Primärzellkultur wies nur leichte 
Expressionsschwankungen im Vergleich zum 7. DIV auf.  





















Abb.  3-2 Quantifizierung der Genexpression von den neuralen Genen Map2, beta-Tubb3, Gfap, 
Th, Nurr-1 und GalC in der mesencephalen DA Primärzellkultur über einen 
Kultivierungszeitraum vom 7. DIV – 14. DIV.  
Auf der x-Achse sind die einzelnen Zeitpunkte vom 8. DIV bis zum 14. DIV aufgetragen. Die y-Achse 
mit der Ratio (Genexpression verglichen mit dem 7. DIV) wurde zur besseren Präsentation der Daten 
logarithmisch dargestellt. Der MW+ SEM wurde aus Daten von bis zu 6 unabhängigen Kulturen 
generiert.  
Die Genexpressionsänderungen der untersuchten Markergene Map2, beta-Tubb3, Gfap, Th, 
Nurr-1 und GalC der DA mesencephalen Primärzellkultur sind in Tab.  3-1 numerisch 
dargestellt. Dabei sind die Mittelwerte der Expressionsänderung im Vergleich zum 7. DIV 
den jeweiligen Zeitpunkten (8. – 14. DIV) zugeordnet. 
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Tab.  3-1 Änderung der Expression der neuralen Gene Map2, beta-Tubb3, Gfap, Th, Nurr-1 und 
GalC.  
Die Genexpression wurde im Vergleich zum 7. DIV über eine Kulturdauer vom 8. DIV bis 14. DIV 
gemessen. Dargestellt sind die MW ±SEM aus bis zu 6 unabhängigen Kulturen.  
Änderung der Genexpression Zeitpunkt der 
Kultivierung 
in vitro Map2 beta-Tubb3 Gfap Th Nurr-1 GalC 
8. DIV 10,6 ±7,6 0,8 ±0,2 29,6 ±25,2 1,0 ±0,3 1,4 ±0,5 0,6 ±0,1 
10. DIV 10,1 ±5,5 0,7 ±0,2 38,6 ±22,0 1,5 ±0,3 2,7 ±1,5 1,6 ±0,5 
12. DIV 0,9 ±0,3 0,8 ±0,1 56,4 ±23,0 7,0 ±2,5 0,4 ±0,1 1,6 ±0,5 
14. DIV 0,4 ±0,2 0,8 ±0,2 83,5 ±25,1 5,5 ±1,3 0,8 ±0,4 1,6 ±0,6 
 
Zur Verdeutlichung des starken Anstieges des mRNA-Gehaltes von Gfap über die Zeit ist in 
Abb.  3-3 das Produkt der qRT-PCR von einer Kultur im Agarosegel aufgetragen. In der 
oberen Reihe ist das Amplifikat des Referenzgenes Hmbs zu sehen, was über die Zeit vom 
7. DIV (Spur 2) -12. DIV (Spur 5) eine konstante Menge aufwies. Im unteren Abschnitt sind 
die Amplifikate von Gfap abgebildet. Man sieht besonders deutlich am 8. DIV (Spur 8) eine 
stärkere Bande als am 7. DIV (Spur 7) und somit auch eine Erhöhung der mRNA-Menge. Am 
10. DIV (Spur 9) nimmt die Bandenstärke im Vergleich zum 8. DIV nochmalig zu. Die 
Produktmenge vom 12. DIV ist mit der vom 10. DIV vergleichbar. 




Abb.  3-3 Überprüfung der Genexpression von Hmbs und Gfap in der DA mesencephalen 
Primärzellkultur von C57Bl6-Mausembryonen.  
Als konstitutive Kontrolle wurde für alle Zeitpunkte Hmbs nachgewiesen (obere Beschriftung 1-5). Die 
Produkte der qRT-PCR wurden auf ein 2 %iges Agarosegel mit SYBR-Green aufgetragen und bei 60 
V 90 min aufgetrennt. Als Marker diente der GeneRuler™DNA Ladder, Low Range von Fermentas. 
Produkte in den erwarteten Größen von 144 Basenpaaren (bp) für Hmbs und 171 bp für Gfap konnten 
nachgewiesen werden. Die Legende für die Beschreibung der einzelnen Spuren ist wie folgt: 
   M  = Marker        
   1   = H2O-Probe von Hmbs (ohne Matrize (RNA), Kontrolle)  
   2   = Hmbs 7. DIV       
   3   = Hmbs, 8. DIV       
   4   = Hmbs, 10. DIV       
   5   = Hmbs, 12. DIV       
   6   = H2O-Probe von Gfap (ohne Matrize (RNA), Kontrolle  
   7   = Gfap, 7. DIV       
   8   = Gfap, 8. DIV       
   9   = Gfap, 10. DIV       
   10 = Gfap, 12. DIV  
3.1.3. Anzahl und Morphologie der DA Neurone vom 3. DIV – 15. DIV 
Die morphologische Analyse der DA Neurone erfolgte nach immunocytochemischer Färbung 
mit einem Antikörper gegen Tyroxinhydroxylase (TH) am Lichtmikroskop. Die Fixierung 
erfolgte über die Kulturdauer von 15 d an jedem 2. Tag nach der Präparation (5., 7., 9., 11., 
13. und 15. DIV). Parallel wurde an jedem untersuchten Kulturtag die Anzahl der DA 
Neurone von 4 Wells einer Kulturschale bestimmt (Abb.  3-4). Die morphologische 
Entwicklung der DA Neurone wies über die Zeit eine Zunahme und Verlängerung von 
Dendriten und Axonen mit zunehmender Vernetzung der Neurone untereinander auf. Die 
Anzahl der DA Neurone über einen Zeitraum von 15 d blieb relativ konstant. Die größte 
Abweichung wurde am 9. DIV mit cirka 10 % festgestellt. Für die Berechnung wurde der 5. 
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DIV zu 100 % festgesetzt. Die größte Schwankung wies der 9. DIV mit 90,4 % ± 5,44 auf 
(MW in % ± SEM). 
 
3. DIV 5. DIV 7. DIV

































Abb.  3-4 Morphologische Entwicklung und Quantifizierung der DA Neurone während der 
Kultivierung der DA Primärzellkultur (3. DIV – 15. DIV).  
Anhand der immunocytochemischen Färbung mit dem Antikörper TH konnte der morphologische 
Verlauf am Lichtmikroskop untersucht und dokumentiert werden (Bilderserie oberhalb des Graphen). 
Die Aufnahmen erfolgten mit einem 20x-Objektiv. Über die Kulturdauer kam es zu einer Zunahme der 
Neuritenanzahl sowie der Zellgröße und Vernetzungsaktivität der Neurone untereinander. Der 
jeweilige Kulturtag ist an der unteren rechten Ecke angegeben. Die Quantifizierung erfolgte von 2 
unabhängigen Kulturen (n = 6). Dabei wurde für die Berechnung der 5. DIV zu 100 % gesetzt. 
Dargestellt sind die MW ± SEM von 2 unabhängigen Experimenten. 
3.1.4. Quantifizierung der nekrotischen Zellen vom 3. DIV – 13. DIV 
Der Verlauf des spontanen Zelltodes in Form von nekrotischen Zellen wurde mit Hilfe der 
Propidiumiodid-Färbung über eine Kulturdauer von 13 Tagen dokumentiert. Dabei werden 
jedoch nur die adhärenten Zellen der Kultur in Betracht gezogen, da durch Waschschritte 
während der Färbung die sich in Suspension befindenden Zellen entfernt werden. Es ließ 
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sich eine rasche Zunahme der nekrotischen Zellen ab dem 7. DIV bis zum 11. DIV feststellen 
(Abb.  3-5). Am 11. DIV betrug der Anteil der nekrotischen Zellen cirka 20 % der 
Gesamtzellzahl. Vom 11. DIV bis zum 13. DIV stieg die Anzahl der nekrotischen Zellen kaum 
weiter an. 
Verlauf der Spontannekrose während einer 























Abb.  3-5 Darstellung der nekrotischen Zellen über den Kulturverlauf (1. DIV – 13. DIV).  
Bis zum 7. DIV blieb der Anteil der nekrotischen Zellen relativ gering (2 %) und stieg danach stark an 
(9. DIV, 15 %; 11. DIV 20 % nekrotische Zellen der Gesamtkultur). Die nekrotischen Zellkerne wurden 
mit PI gefärbt, die Färbung aller Zellkerne erfolgte mit Hoechst. Pro Well wurden 6 Aufnahmen 
ausgewertet. Dargestellt sind die MW ± SEM, n = 24. 
3.1.5. Charakterisierung des Energiestatus und Proteingehaltes der Kultur 
 (1. DIV – 10. DIV) 
Um den Energiestatus der Kultur über die Dauer von 10 Tagen genauer zu charakterisieren, 
wurde der Gehalt an Adenosintriphosphat (ATP) als universeller Energielieferant in den 
Zellen bestimmt. Gleichzeitig erfolgte die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der 
mesencephalen DA Primärzellkultur wie unter 2.20. angegeben am 1., 3., 5., 6., 8. und 10. 
DIV von allen Zellen pro Well (Abb.  3-6). Dabei konnte eine stetige Zunahme des 
Proteingehaltes ab dem 3. DIV festgestellt werden. Am 1. DIV betrug der Proteingehalt 53 
µg/Well. Danach folgte eine starke Zunahme bis zum 5. DIV mit 81 µg/Well auf 95 am 8. DIV 
und 121 µg/Well am 10. DIV. Somit stieg der Proteingehalt von Beginn der Kultivierung bis 
zum 10. DIV um über 100 % an. Im Gegensatz zu dem stetigen Anstieg des Proteingehaltes 
sank der ATP-Gehalt nach dem 5. DIV (670 nM/Well) bis zum 10. DIV (400 nM/Well) unter 
das Ausgangsniveau des 1. DIV (432 nM/Well). Die Umstellung auf serumfreies Medium ab 
dem 5. DIV könnte eine Erklärung für den beginnenden Abfall des ATP-Gehaltes sein. Ab 
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dem 8. DIV konnte eine stärkere Abnahme des ATP-Gehaltes beobachtet werden, was im 
Zusammenhang mit der einsetzenden Nekrose stehen könnte. 
ATP- und Proteingehalt der Primärzellkultur 
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Abb.  3-6 Quantifizierung des Gesamtproteingehaltes und ATP-Gehaltes der DA mesencephalen 
Primärzellkultur über eine Kulturdauer von 10 d.  
Die Proteinkonzentration (rechte Y-Achse) und der ATP-Gehalt (linke Y-Achse) wurden am 1., 3., 5., 
6., 8. und 10. DIV von allen Zellen pro Well bestimmt. Dargestellt sind die MW + SEM von 4 
unabhängigen Kulturen (n=16).  
3.1.6. Stammzellpotential der DA Primärzellkultur 
Die Charakterisierung der mesencephalen dopaminergen Primärzellkultur schloss 
Untersuchungen des Stammzellpotentials innerhalb der Kultur ein. Als Stammzellmarker 
wurde Nestin, ein Protein von Intermediärfilamenten untersucht. Das Protein ist bis Tag 18 in 
der Entwicklung von Mus musculus detektierbar, findet sich jedoch auch in nicht-neuralem 
Gewebe (Selander and Edlund 2002). Des Weiteren erfolgte eine Markierung von 
proliferierenden Zellen mit dem synthetischen Nukleotid BrdU (analog zu Thymidin) mit 
anschließender Immunofluoreszenzfärbung zu verschiedenen Zeitpunkten (Abb.  3-7). Dabei 
konnten BrdU-positive Zellen dem Stammzellmarker Nestin zugeordnet werden. 
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Abb.  3-7 Darstellung des Stammzellmarkers Nestin und Populationen von BrdU-positiven 
Zellen mit Hilfe von Immunofluoreszenzfärbung in der mesencephalen dopaminergen 
Primärzellkultur.  
Der Farbstoff Hoechst (blaue Färbung) wurde zur Kennzeichnung aller Nukleotidstrukturen verwendet. 
A zeigt eine Aufnahme (200x Vergrößerung) der Kultur am 2. DIV. Die rot eingefärbten Zellkerne 
charakterisieren BrdU-positive Zellen, die sich in der Mitose befinden. Ihnen kann größtenteils das 
Filamentprotein Nestin (grüne Färbung) zugeordnet werden. Der Pfeil verweist auf eine Zelle, die sich 
gerade in der Zellteilung befindet. B stellt 2 TH-positive dopaminerge Neurone in roter Färbung dar. 
Das Filamentprotein Nestin kann diesen ausdifferenzierten Zellen nicht zugeordnet werden. Die Zellen 
wurden am 12. DIV fixiert. Abbildung 11 C zeigt die Kultur am 9. DIV, man erkennt in grüner Färbung 
Nestin-positive Zellen, rote Kerne sind BrdU-positiv (200x Vergrößerung). Zellstrukturen in grüner 
Färbung zeigen GFAP-positive Zellen am 9. DIV in Abbildung 11 D (400x Vergrößerung). Der Pfeil 
deutet auf einen BrdU-positiven Zellkern (rot), diese Zelle hat den Prozess der Zellteilung fast 
abgeschlossen.  
Isoliert man Stammzellen aus dem Mittelhirn von Mäusen, wachsen diese in einer 
Suspensionskultur in Formation von Zellkugeln, den so genannten „Neurosphären“. 
Adhärierte Zellkugeln konnten vereinzelt in der DA mesencephalen Primärzellkultur 
beobachtet werden (Abb.  3-8 ). Nach Färbung gegen Tyroxin Hydroxylase konnte man TH – 
positive Neurone nachweisen. 
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Abb.  3-8 TH-positive adhärierte Neurosphären in der DA mesencephalen Primärzellkultur (10. 
DIV).  
Die DA Neurone wurden nach Fixierung mittels immunocytochemischer Färbung von Tyrosin 
Hydroxylase identifiziert A zeigt die DA Neurone aufgenommen mit 100x Vergrößerung. B stellt eine 
Vergrößerung von 200x dar. Der Maßstabbalken zeigt eine Distanz von 50 µm. Die Bilder wurden mit 
der Leica Digitalkamera DC350 FX am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop im Hellfeld aufgenommen. 
3.2. Toxische Effekte von 2,9-DiMe-BC und 2-Me-BC 
In den folgenden Kapiteln werden Daten präsentiert, die sich mit der Untersuchung der 
neurotoxischen Mechanismen von den Beta-Carbolinen 2,9-DiMe-BC und 2-Me-BC auf die 
DA mesencephale Primärzellkultur beschäftigen. Zunächst wurden mit beiden Substanzen 
generelle Untersuchungen durchgeführt. Da sich 2,9-DiMe-BC in ersten Experimenten als 
toxisch potenter hinsichtlich des Überlebens der DA Neurone erwies, fanden 
Folgeuntersuchungen ausschließlich mit dieser Substanz statt. Die folgenden Versuche mit 
der Primärzellkultur sollten Aufschluss über die neurotoxischen Effekte hinsichtlich 
Zelltodmechanismen, Energiestatus, Aufnahmemechanismen, oxidativen Stress und 
Signaltransduktionswegen innerhalb der Zelle geben.  
3.2.1. Überlebensrate DA Neurone  
Zunächst wurde die Überlebensrate der DA Neurone nach Behandlung mit den Beta-
Carbolinen 2,9-DiMe-BC und 2-Me-BC nach einem Zeitraum von 24 h und 48 h bestimmt. 
Nach einer Behandlung von 24 h mit 10 µM 2,9-DiMe-BC konnte eine signifikante 
Erniedrigung der DA Neurone um 26 % im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. 2-Me-
BC reduzierte die Anzahl der DA Neurone erst mit einer Konzentration von 25 µM signifikant 
um 23 % und nach 10 µM nur um 16 %. Insgesamt lag das toxische Potential von 2,9-DiMe-
BC bei allen verwendeten Konzentrationen leicht über dem von 2-Me-BC (Abb.  3-9 A). Nach 
Behandlung mit 100 µM 2-Me-BC und 2,9-DiMe-BC überlebten 60 % bzw. 57 % der DA 
Neurone im Vergleich zur Kontrolle. 
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Abb.  3-9 Überlebensrate DA Neurone nach 24 h (A) und 48 h (B) Behandlung mit 2-Me-BC, 2,9-
DiMe-BC und MPP+ am 10. DIV.  
Die DA Neurone wurden mittels immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert 
und am Lichtmikroskop quantifiziert. 100 % entsprechen der Anzahl der DA Neurone nach 24 h bzw. 
48 h ohne Behandlung mit BC. Dargestellt sind die MW + SEM von 3 unabhängigen Experimenten (n 
= 12). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit 
nachfolgendem χ2-Test berechnet, * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001.  
Um ein klareres Bild über das toxische Potential der Substanzen zu erhalten, wurde die 
Inkubationsdauer mit dem jeweiligen BC auf 48 h erhöht (Abb.  3-9 B). Zum Vergleich und der 
besseren Einstufung der Toxizität wurde das bekannte Neurotoxin 1-Methyl-4-Phenyl-
Pyridinium Ion (MPP+) in Konzentrationen von 5, 10 und 15 µM mit getestet (Abb.  3-10 C). 
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Interessanterweise blieb das DA neurotoxische Potential von 2-Me-BC trotz 
Behandlungsverlängerung in etwa auf dem Niveau des 24 h Experimentes. Dafür erhöhte 
sich die Toxizität von 2,9-DiMe-BC erheblich. Bereits bei einer Konzentration von 10 µM 
waren nur noch 56 % der DA Neurone vorhanden. Bei 50 µM reduzierte sich die Anzahl um 
über 80 %. Nach Behandlung mit 100 µM waren keine DA Neurone mehr in der Kultur 
sichtbar. Der LC50-Wert von 2,9-DiMe-BC wurde mit 14,1 µM berechnet. Zum Vergleich lag 
der errechnete LC50-Wert für die DA Neurone von MPP+ nach 48 h Behandlung der 
Primärzellkultur bei 4,4 µM. Cirka 40 % der DA Neurone waren nach Behandlung mit 5 µM 
MPP+ noch sichtbar. Für die Berechnungen der Hälfte der letalen Dosis wurde ein Polynom 
2. Grades verwendet. Die Morphologie der DA Neurone verschlechterte sich nach 
Behandlung mit MPP+ nach 48 h, indem man im Vergleich zur Kontrolle eine starke 
Verkürzung der Dendriten und einen Rückgang der Verzweigung feststellen konnte (Abb. 
 3-10 A/B). 
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Abb.  3-10 Morphologische Veränderungen der DA Neurone nach 48 h Behandlung vom 10. DIV 
– 12. DIV mit 5 µM MPP+.  
Die DA Neurone wurden nach Behandlung von 48 h mittels immunocytochemischer Färbung von 
Tyrosin Hydroxylase identifiziert. A zeigt die DA Neurone der Kontrolle am 12. DIV. In Abbildung B 
erkennt man die DA Neurone nach Behandlung mit 5 µM MPP+. Der Maßstabbalken zeigt eine 
Distanz von 50 µm. Alle Bilder wurden mit der Leica Digitalkamera DC350 FX (20 x-Objektiv) am 
Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop im Hellfeld aufgenommen. C stellt die Überlebensrate der DA 
Neurone nach 48 h Behandlung mit dem Neurotoxin MPP+ am 10. DIV dar. 100 % entsprechen der 
Anzahl der DA Neurone nach 48 h ohne Behandlung mit MPP+. Dargestellt sind die MW + SEM von 3 
unabhängigen Experimenten (n = 12). 
3.2.2. Bestimmung der intrazellulären Konzentration von 2,9-DiMe-BC in der 
 mesencephalen Primärzellkultur 
Um die Aufnahme von 2,9-DiMe-BC in der Primärzellkultur zu untersuchen, wurde die 
Eigenschaft der Autofluoreszenz der Substanz genutzt. Nach 6, 12 und 24 h Inkubation 
wurde die intrazelluläre Konzentration fluorimetrisch bestimmt (Abb.  3-11). 
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Intrazelluläre Konzentration von 2,9-DiMe-BC


























Abb.  3-11 Intrazelluläre Gewebekonzentration von 2,9-DiMe-BC.  
Nach 6, 12 und 24 h Inkubation mit 14 µM am 10. DIV wurde nach Lyse der Zellen die Konzentration 
von 2,9-DiMe-BC mit Hilfe einer Standardkurve im Spektrofluorimeter bestimmt. Dargestellt sind die 
MW ± SEM von 3 unabhängigen Kulturen (n = 12).  
Innerhalb von 6 h stieg die Konzentration von 2,9-DiMe-BC auf cirka 80 nmol/g Gewebe. 
Nach 12 h konnte eine maximale Konzentration von cirka 100 nmol/g Gewebe bestimmt 
werden. Danach folgte ein Abfall der Konzentration von 2,9-DiMe-BC auf 65 nmol/g Gewebe, 
der sich nach weiteren 24 h fortsetzte (cirka 30 nmol/g, nicht dargestellt).  
3.2.3. Einfluss des Dopamintransporters (DAT) auf den 
 Aufnahmemechanismus von 2,9-DiMe-BC in DA Neurone 
Nachdem die Aufnahmekapazität der gesamten Primärzellkultur untersucht worden war, 
sollte der Einfluss des Dopamintransporters (DAT) auf den Aufnahmemechanismus von 2,9-
DiMe-BC in die DA Neurone geklärt werden. Dafür wurde der DAT-Inhibitor GBR 12909 (3 
µM) verwendet und kurz vor der Inkubation mit 14 µM 2,9-DiMe-BC zugegeben. Als 
Positivkontrolle wurde MPP+ mit untersucht, bei dem die Aufnahme über den DAT erwiesen 
ist. Nach 48 h Inkubation mit 14 µM konnte keine Verminderung der Toxizität von 2,9-DiMe-
BC durch GBR 12909 festgestellt werden. Dies deutet auf einen DAT-unabhängigen 
Aufnahmemechanismus hin (Abb.  3-12). 
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Abb.  3-12 Einfluss des DAT auf die Toxizität von 2,9-DiMe-BC und MPP+ gegenüber den DA 
Neuronen in der mesencephalen Primärzellkultur.  
Die DA Neurone wurden nach 48 h Behandlung mittels immunocytochemischer Färbung von Tyrosin 
Hydroxylase identifiziert und am Lichtmikroskop quantifiziert. Dargestellt sind die MW + SEM von 3 
unabhängigen Experimenten (n = 12). Signifikante Unterschiede wurden mit dem Mann-Whitney U-
Test berechnet mit * für p < 0,05 zur Kontrolle und + für p<0.05 zu MPP+. 
Die Substanz GBR 12909 allein wirkte selbst leicht toxisch auf die DA Neurone und 
verringerte deren Menge um 13 % im Vergleich zur Kontrolle, was jedoch nicht signifikant 
war. Diesen Effekt sah man auch nach Behandlung mit GBR 12909 und 14 µM 2,9-DiMe-BC. 
Hier konnten nach Inkubation 47 % der DA Neurone quantifiziert werden, mit 2,9-DiMe-BC 
allein waren es 55 %. Bei MPP+ wurde eine signifikante Verringerung der Toxizität um 30 % 
durch den DAT-Inhibitor nachgewiesen.  
3.2.4. Langzeiteffekt auf DA Neurone nach 48 h Behandlung mit 
 verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC  
Um den Effekt von 2,9-DiMe-BC auf DA Neurone nach 48 h Behandlung mit anschließender 
Erholungsphase zu untersuchen, wurde die neurale Kultur am 8. DIV mit 5, 10 und 15 µM für 
48 h behandelt. Danach erfolgte eine Quantifizierung der DA Neurone am 10., 13. und 15. 
DIV. Während der 5-tägigen Erholungsphase war nahm der Verlust der DA Neurone nicht 
weiter zu (Abb.  3-13). Nach 48 h am 10. DIV zeigte sich eine Reduktion der DA Neurone auf 
84, 52 und 39 % nach Behandlung mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-BC. Am 13. DIV veränderte 
sich die Anzahl für alle 3 Konzentrationen kaum (85, 50 und 38 %). Am 15. DIV sah man eine 
scheinbare Erholung der DA Neurone, die mit 15 µM behandelt wurden, deren Anzahl im 
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Vergleich zum 13. DIV von 38 auf 45 % anstieg, während bei der geringsten Konzentration 
von 5 µM die Anzahl von 85 auf 76 % sank. Am konstantesten war die Anzahl der DA 
Neurone, die mit 10 µM inkubiert wurden. Zusammenfassend konnte man keinen sich 
fortsetzende Verminderung der DA Neurone nach einmaliger Behandlung mit anschließender 
Erholungsphase von 5 Tagen feststellen. 
Effekt auf DA Neurone nach 48 h Inkubation mit 2,9-DiMe-BC 
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Abb.  3-13 Effekt von 2,9-DiMe-BC auf DA Neurone nach 48 h Behandlung am 8. DIV und 
anschließender Erholungsphase von 5 Tagen.  
Die DA Neurone wurden nach Behandlung von 48 h mittels immunocytochemischer Färbung von 
Tyrosin Hydroxylase am 10., 13. und 15. DIV identifiziert und am Lichtmikroskop quantifiziert. 
Dargestellt sind die MW + SEM von 3 unabhängigen Experimenten (n = 12). Signifikante Unterschiede 
zur Kontrolle (entspricht 100 %) wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test 
berechnet, *** für p < 0,001.  
Das mikroskopische Bild zeigte jedoch, das sich die Morphologie der DA Neurone nach 
Behandlung und Erholungsphase verschlechterte. In Abb.  3-14 A-D sind die Veränderungen 
verdeutlicht. Während sich direkt nach Behandlung mit 15 µM am 10. DIV noch 2-4 
verzweigte Dendriten am Soma der Neurone befanden (Abb.  3-14 B), verringerte sich deren 
Anzahl und der Grad der Verzweigung deutlich nach weiteren 5 Tagen in Medium ohne 
Toxin (Abb.  3-14 D). Die DA Neurone der Kontrolle bildeten nach 5 Tagen scheinbar mehr 
Tyrosin Hydroxylase (Färbung ist stärker) und waren verzweigter (Abb.  3-14 A und C). 





Abb.  3-14 A-D Morphologische Veränderungen der DA Neurone nach 48 h Behandlung am 8. 
DIV – 10. DIV und anschließender Erholungsphase von 5 Tagen.  
Die DA Neurone wurden nach Behandlung von 48 h mittels immunocytochemischer Färbung von 
Tyrosin Hydroxylase identifiziert. A zeigt die DA Neurone der Kontrolle am 10. DIV. In Abbildung B 
erkennt man die DA Neurone nach Behandlung mit 15 µM 2,9-DiMe-BC. C zeigt die DA Neurone der 
unbehandelten Kontrolle und D der behandelten am 15. DIV nach 5 Tagen ohne Toxin. Der 
Maßstabbalken zeigt eine Distanz von 50 µm. Alle Bilder wurden mit der Leica Digitalkamera DC350 
FX (20 x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop im Hellfeld aufgenommen. 
3.2.5. Bestimmung von Laktatdehydrogenase (LDH) als Maß für die 
 Cytotoxizität von 2,9-DiMe-BC  
Zur Bestimmung der Cytotoxizität von 2,9-DiMe-BC auf die mesencephale Primärzellkultur 
wurde das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium nach Behandlung gemessen. 
LDH wird als Indikator für nekrotische Prozesse in der Zelle gesehen, da die Membran bei 
dieser Art von Zelltod durchlässig wird und das Enzym austreten kann. Die LDH-Freisetzung 
wurde nach 48 h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC und 10 
µM MPP+ bestimmt (Abb.  3-15).  
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Abb.  3-15 Toxischer Effekt von verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC und 10 µM 
MPP+ gemessen an der LDH-Freisetzung in das Zellkulturmedium.  
Die mesencephale Primärzellkultur wurde am 10. DIV für 48 h mit 10, 25, 50 und 100 µM 2,9-DiMe-
BC behandelt und danach die LDH-Freisetzung in einem colorimetrischen Test im Plattenlesegerät 
bestimmt. Dargestellt sind die MW ± SEM aus 4 unabhängigen Kulturen (n = 16). Signifikante 
Unterschiede zur Kontrolle (entspricht 100 %) wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit 
nachfolgendem χ2-Test berechnet, * für p < 0,05 und *** für p < 0,001.  
Nach Behandlung mit 10 µM 2,9-DiMe-BC und MPP+ stieg die LDH-Freisetzung nicht 
signifikant an (101 bzw. 111 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle). Auch nach 15 µM 
MPP+ ließ sich keine signifikant erhöhte Freisetzung von LDH messen (116 %, Daten im 
Diagramm nicht gezeigt). Erst ab einer Konzentration von 25 µM 2,9-DiMe-BC konnte eine 
signifikante Erhöhung der LDH-Freisetzung um 82 % detektiert werden. Dies setzte sich für 
Konzentrationen von 50 und 100 µM mit 244 % und 390 % LDH im Vergleich zur Kontrolle 
fort.  
Wurde die Kultur bereits am 8. DIV mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-BC behandelt, bewirkte 
schon eine Konzentration von 10 µM einen signifikanten Anstieg der LDH-Freisetzung nach 
24 bzw. 48 h (Abb.  3-16). Daraus kann man auf eine höhere Sensitivität der jüngeren 
Primärzellkultur gegenüber 2,9-DiMe-BC schließen. Nach 24 h stieg die LDH-Freisetzung 
nach 10 µM um 43 %, nach 15 µM um 78 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die 
Behandlung von 5 µM bewirkte eine leichte Verringerung der LDH-Freisetzung um 16 und 3 
% nach 24 bzw. 48 h Behandlung. Nach Behandlung mit 15 µM wurde im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle 78 (24 h) bzw. 135 % (48 h) mehr LDH freigesetzt.  
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Abb.  3-16 LDH-Freisetzung während und nach 48 h Behandlung mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-
BC (8. – 10. DIV).  
Die mesencephale Primärzellkultur wurde am 8. DIV für 24 h bzw. 48 h mit 2,9-DiMe-BC behandelt 
und danach die LDH-Freisetzung am 9. und 10. DIV gemessen. Die Werte der LDH-Freisetzung in der 
Kontrolle wurden jeweils zu 100 % gesetzt. Dargestellt sind die MW ± SEM aus 3 unabhängigen 
Kulturen (n = 12). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (entspricht 100 %) wurden mit dem Kruskal-
Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test berechnet, * für p < 0,05 und *** für p < 0,001.  
3.2.6. Nekroseinduktion nach 48 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC  
 (8. - 10. DIV) 
Der Nachweis der Induktion von Nekrose nach 48 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC 
erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI). PI wird ausschließlich von 
nekrotischen Zellen mit permeabler Plasmamembran aufgenommen. Nach 24 h Behandlung 
(9. DIV) konnte ein hoch signifikanter Anstieg der PI-positiven Zellkerne von über 400 % im 
Vergleich zur Kontrolle detektiert werden (Abb.  3-17). Am 10. DIV und den darauf folgenden 
12. und 14. DIV waren es etwa 100 % mehr PI-positive Zellkerne im Vergleich zur Kontrolle 
des jeweiligen Tages. Die Fluoreszenzaufnahmen der Abb.  3-17 A-E verdeutlichen den 
starken Anstieg PI-positiver Zellen nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC. 
Dargestellt sind die Einzelbilder der Färbungen mit Hoechst 33342, PI und das 
zusammengesetzte Bild der zwei Zellkernfärbungen. 
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Abb.  3-17 Quantifizierung und Darstellung der nekrotischen Zellkerne nach Behandlung mit 14 
µM 2,9-DiMe-BC.  
Die Detektion der PI-positiven Zellen erfolgte am 9., 10., 12. und 14. DIV nach 48 h Behandlung (8. – 
10. DIV). In der oberen Graphik sind die MW ± SEM von 4 unabhängigen Experimenten (n = 16) 
dargestellt. Der Anteil der nekrotischen Zellen in der Kontrolle wurde am jeweiligen Messtage zu 100 
% gesetzt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, 
** für p < 0,01 und *** für p < 0,001. Mit Hoechst 33342 wurde die Gesamtkernzahl dargestellt und mit 
PI alle nekrotischen Zellkerne gefärbt. A zeigt die Zellkerne der Kontrolle, B die PI-positiven Zellkerne 
und C das zusammengesetzte Bild der Kontrolle am 9. DIV. D stellt die Zellkerne nach 24 h 
Behandlung mit 2,9-DiMe-BC dar. E zeigt die nekrotischen Zellkerne angefärbt durch PI ebenfalls 
nach Behandlung und F das zusammengesetzte Bild aus D und E. Die Abbildungen 22 A-F wurden 
mit der Leica Digitalkamera DC350 FX (10 x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop 
aufgenommen. 
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3.2.7. Unterschiedliches Toxizitätsverhalten von 2,9-DiMe-BC und MPP+ auf
 Neurone, DA Neurone und die Gesamtkultur 
Um zwischen der spezifischen Toxizität auf DA Neurone, der generellen auf Neurone und 
auf die Gesamtkultur besser diskriminieren zu können, wurden anteilig diese Gruppen nach 
Behandlung mit 2,9-DiMe-BC und MPP+ quantifiziert (Abb.  3-18). Zur Behandlung der Kultur 
wurden die jeweiligen LC50-Konzentrationen gewählt. Dabei zeigte sich, dass die DA 
Neurone mit einer Reduktion um 60 % stärker von dem Toxin 2,9-DiMe-BC als der 
Gesamtanteil der Neurone mit 29 % betroffen waren. Die Gesamtzellzahl lag nach 
Inkubation mit 2,9-DiMe-BC bei 73 % nach MPP+ bei 91 %. Die DA Neurone wurden nach 5 
µM MPP+ um 50 % und die Neurone insgesamt nur um 7 % reduziert. Damit wies MPP+ 
ähnliche Toxizität gegenüber DA Neuronen wie 2,9-DiMe-BC jedoch eine geringere Toxizität 
gegenüber den übrigen in der Primärzellkultur vorkommenden Neuronen und der gesamten 
Zellpopulation auf. 
Überlebensrate von Neuronen, DA Neuronen und den gesamten




















Abb.  3-18 Toxizität von 2,9-DiMe-BC und MPP+ nach 48 h Behandlung auf die Gesamtkultur, 
Neurone und DA Neurone.  
Die Kultur wurde am 10. DIV mit 14 µM 2,9-DiMe-BC und 5 µM MPP+ behandelt. Am 12. DIV erfolgte 
die Identifizierung und Quantifizierung der Gesamtzellzahl mit dem Farbstoff Hoechst für 
Nukleinsäuren, mit dem AK NeuN spezifisch für alle neuronalen Zellkerne und TH für DA Neurone 
mittels Immunofluoreszenzfärbung. Alle Bilder der Zellkernfärbung wurden mit der Leica Digitalkamera 
DC350 FX (20 x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop aufgenommen. Dargestellt sind die 
MW ± SEM von 4 unabhängigen Experimenten (n = 16). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 
wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001.  
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3.2.8. Effekte von verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC auf die 
 Proteinkonzentration der Primärzellkultur 
Während der Proteingehalt in der unbehandelten Kontrolle vom 8. DIV (85 µg/Well) bis zum 
13. DIV (140 µg/Well) durch Zellwachstum ständig anstieg (siehe auch 3.1.5.), sank er in der 
Behandlung mit 5 – 15 µM 2,9-DiMe-BC nach 24 und nach 48 h konzentrationsabhängig ab 
(Abb.  3-19). Am 9. DIV (nach 24 h) verminderte sich der Proteingehalt nach 15 µM signifikant 
um fast 50 %, nach 48 h Toxinbehandlung war die Diskrepanz zur Kontrolle schon bei 60 %. 
Auch nach 48 h Behandlung mit 5 und 10 µM unterschied sich der Proteingehalt sehr bzw. 
hoch signifikant zur unbehandelten Kontrolle. Nach 3 Tagen (13. DIV) ohne Toxin kam es zu 
einer scheinbaren Erholung, da der Proteingehalt in den behandelten Zellen wieder leicht 
anstieg (von 56, 47 und 40 µg/Well am 10. DIV auf 69 und 65 µg/Well am 13. DIV). Dieser 
Effekt kann jedoch auch auf eine Zunahme des Wachstums unbeschädigter Zellen 
zurückzuführen sein. Der Proteingehalt war am 13. DIV in der unbehandelten Kontrolle 
immer noch 50 % höher als der in den mit 2,9-DiMe-BC behandelten Zellen. 
Proteinkonzentration während und nach Behandlung 



































Abb.  3-19 Effekte von 2,9-DiMe-BC auf den Gesamtproteingehalt während und nach der 48 h 
Behandlung mit 5, 10 und 15 µM.  
Die Proteinkonzentration wurden am 9., 10. und 13. DIV von unbehandelten und behandelten Zellen 
pro Well bestimmt. Dargestellt sind die MW ± SEM von 5 Kulturen (n = 14). Signifikante Unterschiede 
zur Kontrolle wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test berechnet, * für p < 
0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001.  
3.2.9. Apoptotische Effekte und Einfluss auf die Zellatmung nach 
 Behandlung mit von 2,9-DiMe-BC  
Um zu sehen, ob neben nekrotischen Prozessen des Zelltodes auch Apoptose nach 
Behandlung mit 2,9-DMe-BC induziert wird, wurden verschiedene Parameter untersucht. Ein 
  Ergebnisse 
-69- 
Schlüsselenzym in der apoptotischen Kaskade ist Caspase 3. Dieses Enzym ist für die 
proteolytische Spaltung von wichtigen Proteinen, wie z.B. Polymerasen verantwortlich 
(Cohen 1997b). Da Apoptose ein energieabhäniger Prozess ist, wurde der ATP-Gehalt in der 
Kultur ebenfalls untersucht (Eguchi et al. 1997b). Des Weiteren wurden Veränderungen des 
mitochondrialen Membranpotentials als zeitiges Ereignis des Zelltodes überprüft. Durch 
Hemmung von Komplexen der Atmungskette in den Mitochondrien kann es zu einem Anstieg 
von radikalen Sauerstoffspezies (ROS) und erhöhter Laktatproduktion kommen. Diese 
Parameter wurden ebenso nach Behandlung mit 2,9-DiMe-BC untersucht und die 
Ergebnisse sind in den folgenden Kapiteln erläutert.  
3.2.9.1. Caspase 3 Aktivität während und nach der Behandlung mit 14 µM
  2,9-DiMe-BC 
Nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC stieg die Caspase 3 Aktivität gemessen am 
fluoreszierenden AMC Produkt bezogen auf Protein hoch signifikant um über 400 % an (Abb. 
 3-20). Nach 48 h betrug die signifikante Erhöhung noch 180 % im Vergleich zur Kontrolle. 
2,9-DiMe-BC ist somit nicht nur ein Auslöser für Nekrose, sondern auch als ein 
Apoptoseinduktor anzusehen. Vom 9. DIV auf den 10. DIV konnte man innerhalb der 
unbehandelten Zellen einen Anstieg der Spontanapoptose um 370 % feststellen.  
Caspase 3 Aktivität nach Behandlung mit 14 µM 




























Abb.  3-20 Apoptoseinduktion nach Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC gemessen am Anstieg 
von Caspase 3 in der DA mesencephalen Primärzellkultur.  
Nach 24 bzw. 48 h Behandlung mit 2,9-DiMe-BC wurde die Caspase 3 Aktivität anhand der 
Fluoreszenz des AMC-Produktes (7-Amino-4-Methylcoumarin entsteht durch proteolytische Spaltung 
von DEVD-AMC) gemessen. Die Menge an AMC wurde auf den Proteingehalt bezogen. Dargestellt 
sind die MW ± SEM von 5 unabhängigen Experimenten mit je einer Doppelbestimmung (n = 10). Von 
einer 4-Well-Kulturschale wurden zur Messung der Caspase 3-Aktivität im Lysat die Zellen von 2 
Wells vereinigt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test 
berechnet, * für p < 0,05 und *** für p < 0,001.  
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3.2.9.2. Reduktion des ATP-Gehaltes während und nach der Behandlung 
  mit verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC 
Als universeller Energielieferant der Zellen wurde der ATP-Gehalt gemessen, um den 
Energiestatus und weitere apoptotische Prozesse in der Primärzellkultur zu untersuchen. 
Allgemein sank der ATP-Gehalt in den Kontrollen im Verlauf der 5 Tage. Nach 24 h (9. DIV) 
Behandlung mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-BC sank der ATP-Gehalt im Vergleich zur 
Kontrolle von 3,2 nM auf 2,6 und 2,3 nmol ATP/mg Protein (Abb.  3-21). Die Unterschiede zur 
Kontrolle waren jedoch nicht signifikant. Nach weiteren 24 h Behandlung (10. DIV) war der 
ATP-Gehalt nach 10 µM und 15 µM sehr signifikant bzw. signifikant vermindert und betrug 
nun nur noch 50 und 57 % der Kontrolle. Nach 3 weiteren Tagen ohne Toxin war der ATP-
Gehalt bei den behandelten Zellen immer noch auf einem geringeren Niveau im Vergleich 
zur Kontrolle, jedoch nur nach einer Konzentration von 15 µM signifikant niedriger.  
ATP-Gehalt während und nach Behandlung mit 



























Abb.  3-21 ATP-Gehalt nach und während der Behandlung mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-BC vom 
8. – 10. DIV.  
Der ATP-Gehalt wurde pro Well am 9., 10. und 13. DIV ermittelt. Vom 10. – 13. DIV wurde das Toxin 
wieder entzogen. Der ATP-Gehalt wurde auf die jeweilige Proteinmenge bezogen. Dargestellt sind die 
MW + SEM von 4 unabhängigen Kulturen (n=16). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit 
dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test berechnet, * für p < 0,05 und ** für p < 0,01.  
3.2.9.3. Einfluss von 2,9-DiMe-BC auf das mitochondriale   
  Membranpotential (∆ψm) 
Das Zusammenbrechen des mitochondrialen Membranpotentials (∆ψm) wird in 
Zusammenhang mit dem apoptotischen Zelltod gesehen (Kroemer 2003). Mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff JC-1 wurden Veränderungen von ∆ψm nach Behandlung mit 2,9-DiMe-
BC semiquantitativ untersucht. Nach 24 h Behandlung konnte eine Reduzierung des 
rot/grün-Verhältnisses (rot = polarisierte Mitochondrien, grün = depolarisierte Mitochondrien) 
um 16 % festgestellt werden. Nach 48 h betrug die Reduzierung noch 13 %.  




























Depolarisation von Δψm während der 
Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC vom 8. - 10. DIV
 
Abb.  3-22 Depolarisierung des mitochondrialen Potentials nach Behandlung mit 14 µM 2,9-
DiMe-BC (8. – 10. DIV).  
Die Veränderungen des mitochondrialen Potentials wurden mit dem Farbstoff JC-1 untersucht. 
Polarisierte Mitochondrien sind in roter Fluoreszenz dargestellt, depolarisierte als grünes Monomer 
sichtbar. Dargestellt sind die MW ± SEM von 3 unabhängigen Experimenten (n = 25). Signifikante 
Unterschiede zur Kontrolle (entspricht 100 %) wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, * für 
p < 0,05 und ** für p < 0,01.  
3.2.9.4. Erhöhung von radiakalen Sauerstoffspezies (ROS) nach  
  Behandlung mit 2,9-DiMe-BC 
Durch Hemmung der Atmungskettenkomplexe durch 2,9-DiMe-BC kann die Entstehung von 
radikalen Sauerstoffspezies (ROS) eine Rolle im Absterbeprozess der Zellen in der 
Primärzellkultur spielen. Es konnte eine sehr signifikant erhöhte Radikalbildung um 147 % 
nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC nachgewiesen werden (Abb.  3-23). Nach 48 
h erhöhte sich die ROS Entstehung sogar um 240 % im Vergleich zur Kontrolle. Diese 
Messungen wurden durch Fluoreszenzaufnahmen bestätigt. Abb.  3-23 A zeigt die 
unbehandelte Kontrolle am 9. DIV, Abb.  3-23 B zeigt die erhöhte Entstehung von ROS in 
grün fluoreszierender Färbung mit CM-H2DCFDA nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-
DiMe-BC. Eine erhöhte Entstehung von NO˙ (Stickoxidradikalen) wurde mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM-Diacetat untersucht, konnte jedoch im Vergleich zur Kontrolle 
nicht nachgewiesen werden.  
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Abb.  3-23 Erhöhte Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nach Behandlung mit 14 
µM 2,9-DiMe-BC.  
Die Primärzellkultur wurde am 8. DIV mit 14 µM 2,9-DiMe-BC behandelt und die Entstehung von ROS 
nach 24 und 48 h (9. und 10. DIV) detektiert. Dargestellt sind die MW + SEM aus 4 unabhängigen 
Experimenten (n = 20). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (entspricht 100 %) wurden mit dem 
Mann-Whitney U-Test berechnet, * für p < 0,05 und ** für p < 0,01. Die Fluoreszenzaufnahmen 
verdeutlichen die Erhöhung von ROS nach Behandlung (B) im Vergleich zur Kontrolle (A) mit einer 
intensiveren grünen Fluoreszenzfärbung. Die Bilder wurden mit einem 20x Objektiv aufgenommen. 
Der Maßstabbalken in Abbildung A zeigt eine Distanz von 20 µM. 
3.2.9.5. Bestimmung der Laktatkonzentration im Medium nach Behandlung 
  mit verschiedenen Konzentrationen von 2,9-DiMe-BC 
Eine verminderte Zellatmung kann eine metabolische Umstellung hin zur Glykolyse und 
somit eine erhöhte Laktatproduktion zur Folge haben. Diese wurde untersucht, nachdem 
nach Behandlung mit 2,9-DiMe-BC eine Veränderung der Farbe des Zellkulturmediums von 
rot zu orange beobachtet wurde. Das deutete auf eine Veränderung des pH-Wertes und eine 
Ansäuerung des Mediums hin. Tatsächlich stieg die Laktatkonzentration im Medium der 
Primärzellkultur sehr signifikant nach 24 h Behandlung mit 15 µM am 9. DIV an (Abb.  3-24). 
Geringere Konzentrationen von 5 und 10 µM hatten ebenso einen Anstieg im Vergleich zur 
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unbehandelten Kontrolle zur Folge, der aber nicht signifikant war. Nach weiteren 24 h am 10. 
DIV erhöhte sich die Laktatkonzentration im Medium von 1,1 (5 und 10 µM) und 1,26 (15 µM) 
auf cirka 2 mg/ml Medium. Nur für eine Behandlung mit 15 µM war dieses Ergebnis 
signifikant. Auch in der unbehandelten Kontrolle stieg der Laktatwert von 0,97 auf 1,61 mg/ml 
Medium, was auf eine prinzipielle Umstellung der Zellkultur von Atmung zu Gärung schließen 
lassen könnte. 
Laktatkonzentration nach 


























Abb.  3-24 Erhöhung der Laktatkonzentration im Medium der Primärzellkultur nach Behandlung 
mit 5, 10 und 15 µM 2,9-DiMe-BC vom 8. – 10. DIV.  
Die Laktatkonzentration wurde nach 24 h und 48 h Behandlung im Zellkulturmedium gemessen. Die 
unbehandelte Kontrolle ist als weißer Balken dargestellt. Weitere Grauabstufungen der Balken 
entsprechen der ansteigenden Konzentration (siehe Legende). Dargestellt sind die MW + SEM aus 4 
unabhängigen Experimenten (n = 16). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle mit dem Mann-Whitney 
U-Test berechnet, * für p < 0,05 und ** für p < 0,01.  
3.2.10. Genexpressionsanalyse von stress- und toxizitätsassoziierten 
 Signaltransduktionswegen  
Um genauere Aussagen zu den toxischen Effekten von 2,9-DiMe-BC hinsichtlich der 
Auswirkung auf Signaltransduktionswege treffen zu können, wurde die Änderung der 
Expression von stress- und toxizitätsassoziierten Genen untersucht. Mit dem Mouse Signal 
Tranduction PathwayFinder™RT²Profiler™PCR Array von Superarray konnte die Expression 
von insgesamt 84 Genen, die Signaltransduktionswegen zugehörig sind, gleichzeitig 
dokumentiert werden.  
In Abb.  3-25 sind die Prozesse und der prozentuale Anteil der zugehörigen Gene dargestellt. 
In Zusammenhang mit oxidativem Stress, Apoptose, Heat shock, Entzündung, Wachstum, 
Alterung, DNA-Schädigung, DNA-Reparatur und Proliferation konnten Änderungen in der 
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Genexpression festgestellt werden. Die Expressionsänderung und der Name der jeweiligen 
Gene ist in den Graphen der Abb.  3-26 aufgeführt.  
Anteilige Änderung der Genexpression in Stress- und Toxizitäts-













Abb.  3-25 Involvierte Prozesse der Toxizität und des Stresses mit Änderung der Genexpression 
nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC vom 10. – 11. DIV.  
Die Änderung der Genexpression wurde mittels qRT-PCR untersucht. Gene, die in 
Signaltransduktionswege des oxidativen Stresses, der Apoptose, Heat shock, Entzündung, 
Wachstum, Alterung, DNA-Schädigung, DNA-Reparatur und Proliferation involviert sind, zeigten nach 
Behandlung eine veränderte Expression im Vergleich zu dem Transkriptionsniveau von 
unbehandelten Zellen. 
Von den 84 untersuchten Genen hatten nach 24 h Behandlung mit 14 µM 2,9-DiMe-BC 45 
eine veränderte Expression. Sie sind mit Namen, Höhe der Expressionänderung und 
Genbanknummer in Tab.  3-2 aufgeführt. Bei Hitze als Stressor oder anderen Faktoren 
können bei Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen Proteine als Schutz zusätzlich translatiert 
werden. Diese dienen dann unter anderem als Unterstützung zur Bildung der Konformation 
anderer Proteine, der Vorgang wird als Hitzeschock-Antwort oder Heat shock response 
bezeichnet. 5 Gene aus dieser Gruppe (Dnaja1, Hsf1, Hspb1, Hspd1, Hspe1) wurden nach 
Behandlung in der Primärzellkultur bis um das 2,5-fache hochreguliert. Hspa1b, Hspa5 und 
Hspa8 aus einer Genfamilie wurden herunterreguliert. Im Prozess der Apoptose konnten 
vorige Experimente bestätigt werden. Insgesamt 8 Gene (Anax5, Bax, Casp1, Casp8, Nfkb1, 
Nfkbia, Tnfrsf1a, Tradd), die in der apoptotischen Zelltodantwort eine Rolle spielen, wurden 
hochreguliert. Bereits in Abschnitt 3.2.9.1. wurde die Aktivitätserhöhung der Caspase 3 als 
Schlüsselenzym im Prozess der Apoptose dokumentiert. 2 Vertreter Caspase 1 und 8 
wurden hier ebenfalls als hochreguliert identifiziert. Auch einige Gene, die zur Regulierung 
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des oxidativen und metabolischen Stresses benötigt werden, konnten teilweise als 
hochreguliert (Cryab, Cyp1b1, Cyp4a10, Gpx2, Gsr, Hmox1) und auch herunterreguliert im 
Vergleich zur Kontrolle (Fmo1, Fmo4, Fmo5) gefunden werden. Interessanterweise wurde 
die Expression von Hmox1 durch 2,9-DiMe-BC 24-fach erhöht. Vertreter aus der Cytochrom 
P450 Familie, die bei Entgiftungsprozessen benötigt werden, waren zum Teil 6-fach höher 
exprimiert, wie Cyp4a10. Mit 9 regulierten Genen war das der Signalweg, der am meisten 
auf die Behandlung mit dem Toxin 2,9-DiMe-BC angesprochen hatte. Es ist bekannt, dass 
durch BC die DNA geschädigt werden kann (Boeira et al. 2001). Nach Behandlung wurden 
Rad23a, Ugt1a2 und Xrcc1 hochreguliert, die dem Prozess der DNA-Schädigung und 
Reparatur zugeordnet werden können. Rad23a war 5-fach höher exprimiert als in der 
Kontrolle, Xrcc1 wurde minimal höher transkribiert. Das Gen Ung wurde in diesem 
Zusammenhang niedriger exprimiert. Ccnc, Ccng1 und Egr1, die eine Rolle bei der 
Proliferation spielen, wurden zum Teil 5,6-fach höher exprimiert als in der Kontrolle. 
Insgesamt 8 Gene, die bei entzündlichen Prozessen reguliert auftreten, konnten nach 
Behandlung beobachtet werden. Die Interleukine Il1a, Il1b, Il6 gehören zur Klasse der 
Cytokine und stimulieren in verschiedenen Organismen die Immunantwort. Diese 3 Gene 
waren höher, Il18 niedriger exprimiert als in den Kontrollzellen. Serpine1, Ccl3, Ccl4 und 
Cxcl10 wiesen eine höhere Transkriptionsrate als in der Kontrolle auf. Das Chemokin Cxcl10 
zeigte eine 19-fach höhere Expression. 5 Gene, die bei Einstellung des Wachstums und dem 
Prozess der Alterung eine Rolle spielen, waren im Vergleich zur Kontrolle hochreguliert. Das 
bei DNA-Schädigung indizierbare Transkript 3 (Ddit 3) wurde durch die Behandlung mit 2,9-
DiMe-BC auffällig bis zu 22-fach hochreguliert. Cdkn1a und Gadd45a wurden 7- und 6-fach 
höher exprimiert als in der Kontrolle. Das insulinähnliche Wachstumsfaktor-Protein 6 (Igfbp6) 
und Trp53 waren ebenfalls hochreguliert, jedoch mit 2 – 2,5-fach nicht so stark wie die 
anderen Vertreter in diesen Prozessen des Wachstums und der Seneszenz. 






























































































































































































































































































































































































Abb.  3-26 Expressionsänderungen von Genen der Signaltransduktionswege des Stresses und 
der Toxizität nach 24 h Behandlung mit 2,9-DiMe-BC.  
Nach 24 h Behandlung vom 10. – 11. DIV mit 14 µM 2,9-DiMe-BC wurde von unbehandelter Kontrolle 
und Behandlung mittels qRT-PCR eine Expressionsanalyse von 84 Genen durchgeführt. In den 
Graphen sind die einzelnen Prozesse, denen eine veränderte Genexpression zugeordnet werden 
konnten, mit Bezeichnung der Gene aufgeführt. Die Daten wurden aus drei unabhängigen 
Experimenten erfasst. Dargestellt sind die MW ± SEM. Werte von Genen >1 sind im Vergleich zur 
Kontrolle höher exprimiert (orange), Werte <1 bedeuten eine Herunterregulierung der Expression 
(blau). 
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Tab.  3-2 Funktionelle Gruppierung der Genexpression nach 24 h Behandlung vom 10. – 11. DIV 
mit 2,9-DiMe-BC.  
84 Gene, die in der Literatur bekannt sind, mit Veränderung der Expression auf Stress oder Toxizität 
zu reagieren, wurden analysiert. Insgesamt 45 Gene mit verändertem Expressionsniveau wurden 
detektiert. Sie sind dem zugehörigen Prozess zugeordnet und mit Namen, Gensymbol, Änderung der 
Expression und Genbanknummer aufgeführt. 
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3.3. Das „neuroprotektive“ Potential von 9-Me-BC 
Erste Untersuchungen von 9-Me-BC zeigten keine toxischen Effekte auf die Zellkultur aus 
dem Mittelhirn von Embryonen, wie sie bei 2,9-DiMe-BC und 2-Me-BC beobachtet wurden. 
Weitere Experimente mit diesem BC deuteten sogar auf neuroprotektive Wirkungen der 
Substanz hin. In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der Effekte von 9-Me-BC 
hinsichtlich Aufnahmemechanismen, Apoptose, Nekrose, Dopaminkonzentration und -
aufnahme, ATP-Gehalt, Proliferation und Signaltransduktionswegen aufgeführt. 
3.3.1. Effekte von 9-Me-BC auf Anzahl und Morphologie DA Neurone 
Im ersten Experiment wurde mit einer Konzentrationsreihe von 10, 25, 50 100 und 200 µM 9-
Me-BC der Effekt auf DA Neurone in der mesencephalen Primärzellkultur überprüft (Abb. 
 3-27). Bereits ab einer Konzentration von 25 µM 9-Me-BC konnten mit 16 % signifikant mehr 
DA Neurone in der Kultur identifiziert werden als in der Kontrolle. Am effektivsten waren 
Konzentrationen von 50 und 100 µM wobei sich die Anzahl der DA Neurone um 20 % im 
Vergleich zur Kontrolle erhöhte. Nach einer Behandlung mit 200 µM überlebten nur noch 86 
% der DA Neurone. Diese Konzentration erwies sich folglich als toxisch auf die DA Neurone. 
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Anzahl DA Neurone nach 48 h Behandlung 
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Abb.  3-27 Anzahl DA Neurone nach 48 h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 
9-Me-BC vom 10. – 12. DIV.  
Nach Behandlung mit 10, 25, 50, 100 und 200 µM wurden die DA Neurone mittels 
immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert und am Lichtmikroskop 
quantifiziert. 100 % entsprechen der Anzahl der DA Neurone nach 48 h ohne Behandlung. Dargestellt 
sind die MW + SEM aus 5 unabhängigen Experimenten (n = 20). Signifikante Unterschiede zur 
Kontrolle wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test berechnet, ** für p < 0,01 
und *** für p < 0,001.  
Es wurden verschiedene Startzeitpunkte der Behandlung am 6., 7., 8. und 10. DIV mit einer 
Konzentration von 50 µM getestet, wobei sich der 10. DIV als der Zeitpunkt mit den größten 
Effekten auf die DA Neurone herauskristallisierte. Dass der Effekt einer einmaligen 48 h 
Behandlung von 9-Me-BC bleibend für die DA Neurone war, sieht man in Abb.  3-28. Hier 
begann die 48 h Behandlung am 6. DIV und am 8., 10., 12. und 14. DIV wurde die Anzahl 
der DA Neurone im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle überprüft. Nach 48 h konnte man 
am 8. DIV eine leichte Erhöhung der Anzahl der DA Neurone um 7 % feststellen. Am 10. DIV 
war diese Erhöhung mit 14 % signifikant, während sie 2 Tage später wieder zurückging. Am 
14. DIV konnte man jedoch wieder eine signifikante Erhöhung der Anzahl der DA Neurone 
um 20 % ermitteln. 
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Anzahl DA Neurone nach 48 h Behandlung mit 
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Abb.  3-28 Anzahl DA Neurone nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC vom 6. – 8. DIV.  
Nach Behandlung wurden die DA Neurone am 8., 10., 12. und 14. DIV mittels immunocytochemischer 
Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert und am Lichtmikroskop quantifiziert. 100 % entsprechen 
der Anzahl der DA Neurone zum jeweiligen Zeitpunkt ohne Behandlung. Dargestellt sind die MW + 
SEM aus 4 unabhängigen Experimenten (n = 16). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (entspricht 
100 %) wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, * für p < 0,05 und ** für p < 0,01. 
Es konnte nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC am 12. DIV eine morphologische 
Verbesserung und intensivere Färbung der DA Neurone beobachtet werden (Abb.  3-29). 
Insgesamt trat eine stärkere Verzweigung der Dendriten auf und auch die deren Anzahl 
nahm im Vergleich zur Kontrolle nach Behandlung zu. 
 
Abb.  3-29 Immunocytochemische Färbung von Tyrosin Hydroxylase zur Darstellung der DA 
Neurone nach Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC (10. – 12. DIV).  
(a) zeigt die unbehandelte Kontrolle am 12. DIV mit einem Maßstabbalken, (b) stellt die DA Neurone 
nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC ebenfalls am 12. DIV dar. Die DA Neurone wurden nach 
Behandlung mittels immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert. Die Bilder 
wurden mit der Leica Digitalkamera DC350 FX (20x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop 
im Hellfeld aufgenommen. 
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3.3.2. Einfluss des Dopamin Transporters (DAT) auf die Aufnahme von  
 9-Me-BC in die DA Neurone 
Der Einfluss des Dopamin Transporters auf die Effekte von 9-Me-BC wurde mit dem DAT-
Inhibitor GBR12909 untersucht, mit dem die Kultur in 3 µM Konzentration 15 min vor Zugabe 
von 9-Me-BC inkubiert wurde. Während 50 µM 9-Me-BC die Anzahl der DA Neurone in 
diesen Experimenten um 23 % signifikant erhöhte, wurde dieser Effekt durch die Blockierung 
des DAT mit GBR12909 aufgehoben (Abb.  3-30). Die Anzahl der DA Neurone blieb auf dem 
Niveau der Kontrolle. Der DAT Inhibitor allein zeigte keine Effekte auf die Anzahl der DA 
Neurone der mesencephalen Primärzellkultur. Der Dopamin Transporter scheint eine 
spezifische Rolle bei der Aufnahme von 9-Me-BC in die DA Neurone zu spielen. 
Einfluss von DAT nach 48 h Behandlung mit 





















Abb.  3-30 Einfluss des DAT auf die Effekte von 9-Me-BC gegenüber DA Neurone.  
Die DA Neurone wurden nach 48 h Behandlung mit 3 µM GBR12909 und 50 µM 9-Me-BC am 12. DIV 
mittels immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert und am Lichtmikroskop 
quantifiziert. Dargestellt sind die MW + SEM von 3 unabhängigen Experimenten (n = 12). Signifikante 
Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, ** für p < 0,01. 
3.3.3. Effekte von 9-Me-BC auf den intrazellulären DA-Gehalt und die  
 [3H] DA-Aufnahme 
Die intrazelluläre Konzentration des Neurotransmitters Dopamin stieg nach 48 h Inkubation 
mit 9-Me-BC im Vergleich zu unbehandelten Zellen leicht an. Durch die starke Varianz der 
Werte in der Kontrolle war dieser Anstieg jedoch nicht signifikant. Gleichzeitig erhöhte sich 
jedoch die Aufnahme von radioaktiv markiertem 3H-Dopamin nach Behandlung mit 50 µM 9-
Me-BC hoch signifikant um 17 % im Vergleich zur Kontrolle.  
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Intrazellularer DA-Gehalt nach 48 h 



















[3H]DA-Aufnahme nach 48 h Behandlung 
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Abb.  3-31 Effekte von 9-Me-BC auf die intrazelluläre DA-Konzentration und die [3H]-DA-
Aufnahme in der DA mesencephalen Primärzellkultur.  
Mittels DA-ELISA wurde die intrazelluläre DA-Konzentration nach 48 h Inkubation mit 9-Me-BC 
gemessen (links) . Im Flüssigkeits- Szintillationszähler wurde die erhöhte Aufnahme von [3H]-Dopamin 
dokumentiert (rechts). Die Werte für die Analyse der intrazellulären DA-Konzentration und [3H]-
Dopaminaufnahme wurden aus je 4 unabhängigen Kulturen generiert und entsprechen den MW + 
SEM (n = 16). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test 
berechnet, *** für p < 0,001. 
3.3.4. Effekte von 9-Me-BC auf Neurone, DA Neurone und die 
 Gesamtzellzahl 
Um die Effekte von 9-Me-BC nicht nur auf DA Neurone, sondern auch auf die Gesamtkultur 
besser zu untersuchen, wurde die Anzahl der Neurone und der gesamten Zellen nach 48 h 
Inkubation mit 50 µM 9-Me-BC dokumentiert. Die Anzahl der Zellen in der gesamten Kultur 
veränderte sich nach Behandlung mit 9-Me-BC nicht. Durch das BC stieg jedoch der Anteil 
der Neurone um 7 % leicht an, war jedoch nicht signifikant. Hoch signifikant war jedoch der 
Anstieg der DA Neurone um 20 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb.  3-32). 9-
Me-BC scheint also einen spezifischeren Effekt auf DA Neurone zu haben. 
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Anteil der Gesamtzellzahl, Neurone und DA Neurone 
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Abb.  3-32 Effekte von 9-Me-BC nach 48 h Behandlung auf die Gesamtkultur, Neurone und DA 
Neurone.  
Die Kultur wurde am 10. DIV mit 50 µM 9-Me-BC behandelt. Am 12. DIV erfolgte die Identifizierung 
und Quantifizierung der Gesamtzellzahl mit dem Farbstoff Hoechst für Nukleinsäuren, mit dem AK 
NeuN spezifisch für alle neuronalen Zellkerne und TH für DA Neurone mittels 
Immunofluoreszenzfärbung. Alle Bilder der Zellkernfärbung wurden mit der Leica Digitalkamera 
DC350 FX (20x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop aufgenommen und anschließend mit 
Adobe Photoshop quantifiziert. Pro Well wurden 10 Areale fotografiert und ausgewertet. Dargestellt 
sind die MW ± SEM von 2 unabhängigen Experimenten mit einer Vierfachbestimmung (n = 40). 
Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, *** für p < 
0,001. 
3.3.5. Bestimmung der intrazellulären Konzentration von 9-Me-BC während
 24 h Inkubation vom 10. – 11. DIV 
Die intrazelluläre Konzentration an 9-Me-BC wurde während einer 24 h Inkubation mit 50 µM 
nach 1, 3, 6, 12 und 24 h gemessen. Nach 1 h stieg die Konzentration im Gewebe der Kultur 
rasch auf 68 nmol/g an und erreichte nach 3 h ein Maximum von 84 nmol/g Gewebe (Abb. 
 3-33). Im weiteren Zeitverlauf blieb die Konzentration auf diesem Niveau von etwa 80 nmol/g 
Gewebe. 
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Gewebekonzentration von 9-Me-BC während einer 
























Abb.  3-33 Intrazelluläre Gewebekonzentration von 9-Me-BC am 10. DIV.  
Nach 1, 3, 6, 12 und 24 h Inkubation mit 50 µM am 10. DIV wurde die Konzentration von 9-Me-BC 
nach Lyse der Zellen mit Hilfe einer Standardkurve im Spektrofluorimeter bestimmt. Dargestellt sind 
die MW ± SEM von 3 unabhängigen Kulturen (n = 12).  
3.3.6. Einfluss von 9-Me-BC auf nekrotische Prozesse in der 
 mesencephalen Primärzellkultur 
Nach Behandlung mit 10, 25, 50 und 100 µM 9-Me-BC für 48 h wurde im Medium der Kultur 
der Gehalt an Laktatdehydrogenase gemessen. Die Freisetzung dieses Enzyms wird als 
pronekrotisch angesehen.  
  Ergebnisse 
-86- 
 
LDH-Freisetzung nach 48 h Behandlung mit 






















Abb.  3-34 Reduktion der LDH-Freisetzung durch verschiedene Konzentrationen von 9-Me-BC. 
Die mesencephale Primärzellkultur wurde am 10. DIV für 48 h mit 10, 25, 50 und 100 µM 9-Me-BC 
behandelt und danach die LDH-Freisetzung in einem colorimetrischen Test im Plattenlesegerät 
bestimmt. Dargestellt sind die MW ± SEM aus 5 unabhängigen Kulturen (n = 20). Signifikante 
Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test 
berechnet, * für p < 0,05. 
Bereits ab 10 µM konnte eine leichte Reduktion von LDH um 6 % im Vergleich zur Kontrolle 
gemessen werden. Auch nach 25 und 50 µM war die LDH-Freisetzung um 19 bzw. um 27 % 
reduziert (Abb.  3-34). Nach Behandlung mit 100 µM glich sich der LDH-Gehalt im Medium 
der der Kontrolle an. Am effektivsten war hier die Konzentration von 50 µM, wo das Enzym 
signifikant weniger freigesetzt wurde als in den Kontrollzellen. Um diese Aussage zu 
unterstützen wurde zusätzlich eine PI-Färbung der nekrotischen Zellkerne durchgeführt 
(Abb.  3-35 a-f).  
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Abb.  3-35 Darstellung der nekrotischen Zellen nach Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC am 12. DIV.  
Mit Hoechst 33342 wurde die Gesamtkernzahl dargestellt und mit PI alle nekrotischen Zellkerne 
gefärbt. (a) zeigt die Zellkerne der Kontrolle, (b) die PI-positiven Zellkerne und (c) das 
zusammengesetzte Bild der Kontrolle. (d) stellt die Zellkerne nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-
BC dar. (e) zeigt die nekrotischen Zellkerne angefärbt durch PI ebenfalls nach Behandlung und (f) das 
zusammengesetzte Bild. Die Aufnahmen wurden mit der Leica Digitalkamera DC350 FX (10x-
Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop mit einer 100x Vergrößerung aufgenommen. 
In Abbildung a und d sieht man die Zellkerne der Kontrolle und Behandlung nach 48 h mit 50 
µM 9-Me-BC mit Hoechst angefärbt. In Abbildung e sieht man deutlich weniger PI-positive, 
also nekrotische Zellkerne nach Behandlung als in b, wo die nekrotischen Kerne der 
Kontrolle zu sehen sind. Durch das Übereinanderlegen der 2 Zellkernfärbungen sieht man in 
c und f noch einmal deutlich den höheren Anteil der PI-positiven magentafarbenen Zellen in 
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c (Kontrolle). Nach Quantifizierung mit Adobe Photoshop konnte man feststellen, dass der 
Anteil der nekrotischen Zellkerne nach der Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC hoch signifikant 
um etwa 50 % gesunken war (Abb.  3-36). In der Kontrolle betrug der Anteil nekrotischer 
Zellen 21 %, während in den behandelten Zellen nur noch 10 % PI-positive Zellen 
quantifiziert werden konnten. 
Anteil nekrotischer Zellen nach 48 h Behandlung 






























Abb.  3-36 Quantifizierung der nekrotischen Zellen nach Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC am 12. 
DIV.  
Es wurden pro Well 6 Bilder von zufällig ausgewählten Arealen aufgenommen und in Adobe 
Photoshop analysiert. Dargestellt sind die MW ± SEM von 3 unabhängigen Experimenten (n = 72). 
Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney U-Test berechnet, *** für p < 
0,001. 
3.3.7. Bestimmung der antioxidativen Kapazität von 9-Me-BC  
Potentzielle radikalfangende Eigenschaften von 9-Me-BC wurden mit Hilfe des ABTS-Assays 
analysiert. Als Referenzsubstanzen wurden Vitamin C und E gemessen, deren Reduktion 
von Radikalen bekannt ist. Des Weiteren wurden das toxische 2,9-DiMe-BC und 1,9-DiMe-
BC untersucht. 1,9-DiMe-BC stand für spätere Untersuchungen zusätzlich zur Verfügung. 
Diese Substanz ist am C1-Atom methyliert und gehört somit zu den Harmanen. Während die 
Referenzsubstanzen in der Lage waren die optische Dichte um 0,31 und damit die Radikale 
in der Arbeitslösung zu reduzieren, zeigte sich bei 50 µM 9-Me-BC und 1,9-DiMe-BC kaum 
eine Reduzierung (Abb.  3-37). Nur nach Zugabe von 50 µM 2,9-DiMe-BC konnte eine 
zeitabhängige Verringerung der OD nach 5 min um 0,06 gemessen werden. Ein Schutz der 
Zellen durch radikalfangende Eigenschaften von 9-Me-BC kann also ausgeschlossen 
werden. 
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Untersuchung der radikalfangende Eigenschaften von 




















Abb.  3-37 Bestimmung des radikalfangenden Potentials von 9-Me-BC mit dem ABTS -Assay.  
Die ABTS-Arbeitslösung wurde auf eine OD von 0,7 eingestellt. Dannach wurden die einzelnen 
Substanzen zugegeben und nach 1, 2, 3, 4 und 5 min die reduzierte Absorption gemessen. 
Dargestellt sind die MW ± SEM von 6 unabhängigen Experimenten.  
3.3.8. Effekte auf den Energiestatus und apoptotische Prozesse in der 
 Primärzellkultur nach Behandlung mit 9-Me-BC 
Nach Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC für 48 h konnte ein signifikanter Anstieg des ATP-
Gehaltes um 16 % nachgewiesen werden (Abb.  3-38). Messungen des Proteingehalts 
ergaben keine signifikante Veränderung nach Behandlung mit 9-Methyl-BC im Vergleich zur 
Kontrolle. Bezogen auf den Proteingehalt betrug die Erhöhung des ATP-Gehaltes 9 %, war 
jedoch nicht mehr signifikant. Die Aktivität von Caspase-3 als proapoptotischer Marker wurde 
nach 24 h und 48 h Inkubation mit 50 µM 9-Me-BC bestimmt. Nach 24 h konnte man eine 
signifikante Reduktion der Caspase-3 Aktivität um 35 % im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen messen. Nach weiteren 24 h stieg die Aktivität des Enzyms im Vergleich zur Kontrolle 
jedoch um 78 % an. Hier könnte ein energieabhängiger Wechsel von Nekrose zu Apoptose 
als Ursache zugrunde liegen. 
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ATP-Gehalt nach 48 h Behandlung mit
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Abb.  3-38 Effekte von 9-Me-BC auf ATP-Gehalt und Caspase-3 Aktivität.  
Im linken Graphen sind die Daten der ATP-Messungen nach 24 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC 
von 5 unabhängigen Experimenten als MW ±SEM (n = 17) dargestellt. 100 % entsprechen 548 nM 
ATP/Well. Im rechten Graphen sind die Ergebnisse der Messung der Caspase-3 Aktivität nach 24 und 
48 h Inkubation mit 50 µM 9-Me-BC dargestellt. Die Caspase 3 Aktivität wurde anhand der 
Fluoreszenz des AMC-Produktes (7-Amino-4-Methylcoumarin entsteht durch proteolytische Spaltung 
von DEVD-AMC) gemessen. Von einer 4-Well-Kulturschale wurden zur Messung der Caspase 3-
Aktivität im Lysat die Zellen von 2 Wells vereinigt. Dargestellt sind die MW ± SEM von 4 unabhängigen 
Experimenten mit je einer Doppelbestimmung. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit 
dem Mann-Whitney U-Test berechnet, * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001. 
3.3.9. Einfluss von 9-Me-BC auf die proliferierenden Zellen in der 
 mesencephalen Primärzellkultur 
Um den Einfluss von 9-Me-BC auf die Proliferation in der DA mesencephalen 
Primärzellkultur zu überprüfen, wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen mit einem ELISA 
detektiert und anschließend colorimetrisch gemessen. Nach 48 h Behandlung mit 9-Me-BC 
reduzierte sich der Anteil von proliferierenden Zellen in der Kultur signifikant um 11 %. 9-Me-
BC scheint also eine anti-proliferierende Wirkung auf die Zellen der Primärzellkultur zu 
haben. 
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Prozentsatz von BrdU-positiven Zellen nach 48 h 
























Abb.  3-39 Reduktion der BrdU-positiven Zellen nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC.  
Mittels BrdU-ELISA wurden nach 3 h Inkubation mit BrdU die proliferierenden Zelen identifiziert und 
anschließend der Anteil im Plattenlesegerät bestimmt. Die Daten repräsentieren die MW ± SEM von 4 
unabhängigen Experimenten (n = 20). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem Mann-
Whitney U-Test berechnet, ** für p < 0,01. 
3.3.10. Analyse der Genexpression von neuralen Genen nach 24 h und 48 h 
 Behandlung mit 9-Me-BC am 6.DIV 
Der Einfluss auf die Expression neuraler Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur 
wurde nach 24 h bzw. 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC untersucht. Dabei wurden die 
Expression der neuralen Gene Th, Nurr-1, Gfap, Map2ab und beta-Tubulin 3 untersucht und 
quantifiziert. Als Referenzgen diente RpIIa. Die einzelnen Änderungen der Expressionswerte 
wurden für jedes Gen auf die unbehandelte Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts bezogen und 
daraus das Verhältnis gebildet. Nach 24 h war die Expression von Gfap, Th und Nurr1 im 
Vergleich zur Kontrolle leicht erhöht. Die Expression von Map-2 und β-Tubb3 blieb auf dem 
Kontrollniveau. Nach 48 h sah man eine stärkere Erhöhung der Genexpression der DA 
Markergene Th und Nurr-1 auf das 3 bzw. 2,6-fache der Kontrolle. Die Gfap Expression sank 
wieder auf das Niveau der Kontrolle. Die Expression der Markergene für junge und reife 
Neurone β-Tubb3 und Map-2 waren auf das 1,9- bzw. 2,4-fache der Kontrollexpression 
erhöht. 
  Ergebnisse 
-92- 
Analyse der Genexpression nach 
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Abb.  3-40 Quantifizierung der Genexpression von den neuralen Genen Th, Nurr-1, Gfap, β-
Tubb3 und Map-2 nach Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC vom 6. DIV – 8. DIV.  
Auf der x-Achse sind die Zeitpunkte nach 24 h und 48 h Behandlung mit den einzelnen Genen 
aufgetragen. Dargestellt sind die MW+ SEM aus 4 unabhängigen Kulturen.  
3.3.11. Effekte von 9-Me-BC auf die Genexpression von neurotrophen bzw. 
 Transkriptionsfaktoren und DA Markern 
Nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC wurde die Genexpression am 12. DIV von 
verschiedenen neurotrophen Faktoren, aber auch Trankriptionsfaktoren, die entscheidend für 
die Differenzierung und Entwicklung DA Neurone sind (Prakash and Wurst 2006b) und von 
DA Markergenen untersucht. Nach weiteren 48 h ohne Einfluss von 9-Me-BC wurde die 
Analyse der Genexpression der gleichen Gene am 14. DIV wiederholt. Wichtig war, dass die 
Anzahl der DA Neurone auch am 14. DIV nach 9-Me-BC im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle erhöht blieb.  
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Abb.  3-41 Genexpression von verschiedenen neurotrophen Faktoren (Shh, Wnt1, Wnt5a) sowie 
Trankriptionsfaktoren (En1, Nurr1, Pitx3) und Marker für reife DA Neurone (Aldh1a1, Dat, Th).  
Nach 48 h Behandlung mit 50 µM 9-Me-BC wurde die Genexpression am 12. DIV und nach 48 h ohne 
9-Me-BC am 14. DIV überprüft. Wie in der Legende beschrieben, stellen die weißen Balken die 
Genexpression am 12. DIV dar und die grauen Balken repräsentieren die Expression der Gene am 
14. DIV. Die karierten Balken kennzeichnen die DA Markergene reifer Neurone. Die Daten zeigen die 
MW ± SEM von 5 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit 
dem t-Test berechnet, * für p < 0,05. 
Die Morphogene Shh, Wnt1 und Wnt5a waren nach 48 h Behandlung mit 2,5 facher 
Expression der Kontrolle leicht erhöht. Nach Entzug von 9-Me-BC stieg die Expression von 
Shh und Wnt1 auf das 5- und 8-fache der Kontrolle an, während Wnt5a auf das Niveau der 
Kontrolle sank (Abb.  3-41). Die Expression der Transkriptionsfaktoren En1 (Engrailed 1), 
Nurr1 (Orphan Nuclear Receptor 1) und Pitx3 (paired like homeodomain transcription factor 
3) erhöhte sich nach 48 h Behandlung auf das 2,2-, 2,8- und 3,6-fache der Kontrolle. Der 
Anstieg von Engrailed1 war dabei als signifikant berechnet worden. Am 14. DIV sank die 
Expression jedoch wie schon bei den neurotrophen Faktoren auf das 1,5-1,8-fache der 
Kontrollexpression. Die Transkripte der DA Markergene Aldh1a1 (Aldehyddehydrogenase 1, 
Subfamilie A1), Dat und Th waren am 12. DIV bis zu 4-fach erhöht, die Expressionen von 
Dat und Th sanken jedoch nach 2 d Entzug von 9-Me-BC wieder auf das Expressionsniveau 
der Kontrollzellen. Nur die Expression von Aldh1a1 blieb signifikant 2-fach erhöht.  
3.3.12. Analyse von Signaltransduktionswegen mittels qRT-PCR-Array 
Um potentiell durch 9-Me-BC aktivierte Signaltransduktionswege zu identifizieren, wurde der 
Mouse Signal Tranduction PathwayFinder™RT²Profiler™PCR Array von Superarray 
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verwendet. Damit war es möglich die Transkription von 84 Genen, die 18 Signalwegen 
zugeordnet werden können, zu untersuchen. Die Kultur wurde dazu 24 h am 10. DIV mit 50 
µM 9-Me-BC behandelt und danach die Expression von Kontrolle und Behandlung 
miteinander verglichen, das Experiment wurde 3 Mal wiederholt. In Tab.  3-3 sind die 
veränderten Gene den zugehörigen 10 Signalwegen und Prozessen wie Differenzierung 
Apoptose, Entzündung und Energiemetabolismus zugeordnet und mit Namen, Änderung der 
Expression und Genbanknummer aufgeführt.  
Tab.  3-3 Veränderte Genexpression von Signaltransduktionswegen nach 24 h Behandlung mit 
9-Me-BC vom 10. – 11. DIV.  
Von 84 Genen wurden insgesamt 18 Gene mit verändertem Expressionsniveau nach Behandlung mit 
50 µM 9-Me-BC detektiert. Sie sind den zugehörigen Signalwegen und Prozessen wie Differenzierung 
Apoptose, Entzündung und Energiemetabolismus zugeordnet und mit Namen, Änderung der 
Expression und Genbanknummer aufgeführt. 
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Verschiedene Gene, die Signalwegen der Differenzierung zugeordnet werden können, waren 
höher reguliert als in der Kontrolle. Bmp2, Bmp4 und Hhip, Mitglieder des Hedgehog-
Signalweges und Lef1 sowie Vegfa, beides Gene, die entscheidend beim Wnt-Signaling 
sind, waren 1,5 - 2,4-fache hochreguliert. Das Gen Homebox A1, Mitglied des 
Retinsäuresignalweges, war als einziges Differenzierungsgen in seiner Expression 
herunterreguliert gegenüber der unbehandelten Kontrolle (-1,8-fach). Die Transkription 
einiger Gene, die in apoptotische Prozesse involviert sind, war ebenfalls herunterreguliert. 
Fas und Gadd45a, die zum p53-Signalweg gehören, waren zum Teil in ihrer Transkription 
signifikant um das 2,9 – 1,6-fache erniedrigt. Das Hitzeschockprotein 1 (Hspb1) hatte eine 2-
fach niedrigere Expression als die in den Kontrollzellen. Insgesamt 7 Gene, die bei 
Entzündungsprozessen involviert sind, waren niedriger reguliert als in der Kontrolle. Der 
Chemokine (C-X-C motif) Ligand 9 (Cxcl9), der Interferon regulierende Faktor 1 (Irf1) welche 
dem Jak-Stat-Signalweg angehören und der Fas Ligand (Tnf superfamily member 6; Fasl), 
der zum NFAT-Signalweg gehört, waren 1,6 – 2,4-fach herunterreguliert. Das interzellulare 
Adhäsionmolekül 1 (Icam1), der Tumor-Nekrosefaktor alpha (Tnf alpha) und das vaskulare 
Zelladhäsionmolekül 1 (Vcam1), welches Mitglieder des NFκB-Signalweges sind, waren 
ebenfalls etwa 2-fach in ihrer Expression herunterreguliert. Nab2, welches am mitogenen 
Signaltransduktionsweg beteiligt ist, war 2,2-fach herunterreguliert. Die Transkription von 2 
Mitgliedern des Insulin-Signalweges Glykogensynthase 1 und Hexokinase 2 waren nach 
Behandlung mit 9-Me-BC 1,7 und 2-fach hochreguliert. 
3.4. Effekte von 1,9-DiMe-BC auf die Anzahl DA Neurone 
Es wurden zusätzlich Effekte von verschiedenen Konzentrationen des Harmans 1,9-DiMe-
BC auf die DA Neurone untersucht. In der Konzentrationsreihe von 10, 25, 50 und 100 µM 
1,9-DiMe-BC erwies sich nur die Konzentration von 50 µM signifikant erhöhend auf die 
Anzahl der DA Neurone (17 %) Nach Behandlung mit 25 µM war die Anzahl der DA zwar um 
12 % erhöht, die Veränderung war jedoch nicht signifikant gegenüber der unbehandelten 
Kontrolle (Abb.  3-42). 6 % entsprach die Erhöhung der DA Neurone nach Behandlung mit 
100 µM 1,9-DiMe-BC. 
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Anzahl dopaminerger Neurone  nach 48 h Behandlung





















Abb.  3-42 Anzahl DA Neurone nach 48 h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 
1,9-DiMe-BC am 10. DIV.  
Nach Behandlung mit 10, 25, 50 und 100 µM wurden die DA Neurone am 12. DIV mittels 
immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert und am Lichtmikroskop 
quantifiziert. 100 % entsprechen der Anzahl der DA Neurone nach 48 h ohne Behandlung. Dargestellt 
sind die MW + SEM aus 3 unabhängigen Experimenten (n = 12). Signifikante Unterschiede zur 
Kontrolle wurden mit dem Kruskal-Wallis H-Test mit nachfolgendem χ2-Test berechnet, ** für p < 0,01.  
Die Morphologie der DA Neurone veränderte sich nach 48 h Behandlung mit 50 µM 1,9-
DiMe-BC nicht wesentlich im Vergleich zur Kontrolle. Die Intensität der Färbung war 
vergleichbar bei Kontrolle und behandelten Neuronen (Abb.  3-43). Auch die Anzahl der 
Dendriten blieb unverändert. 
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Abb.  3-43 Immunocytochemische Färbung von Tyrosin Hydroxylase zur Darstellung der DA 
Neurone nach Behandlung mit 50 µM 1,9-DiMe-BC (10. – 12. DIV).  
A zeigt die unbehandelte Kontrolle am 12. DIV, B stellt die DA Neurone nach 48 h Behandlung mit 50 
µM 1,9-DiMe-BC ebenfalls am 12. DIV dar. Die DA Neurone wurden nach Behandlung mittels 
immunocytochemischer Färbung von Tyrosin Hydroxylase identifiziert. Die Bilder wurden mit der Leica 
Digitalkamera DC350 FX (20 x-Objektiv) am Leica DM IRE2 HC Fluo Mikroskop im Hellfeld 
aufgenommen. Der Maßstabbalken stellt eine Distanz von 50 µm dar. 
3.5. Vergleichende Zusammenfassung der Effekte von BC auf die  
 DA mesencephale Primärzellkultur 
Die Ergebnisse der Experimente zu den Effekten der BC 2,9-DiMe-BC, 2-Me-BC, 1,9-DiMe-
BC und 9-Me-BC ergeben folgendes Bild in Hinsicht auf die Klassifizierung der Toxizitäten 
oder protektiven Effekte:  
Im Vergleich zu dem Neurotoxin MPP+, für das für die DA Neurone in der Primärzellkultur 
eine LC50 von 4,4 µM errechnet wurde, ist 2,9-DiMe-BC das potenteste Toxin der 
untersuchten BC mit einer LC50 von 14,1 µM. 2-Me-BC hatte ebenfalls eine Erniedrigung der 
DA Neurone im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zur Folge (Abb.  3-44). Die LC50 für die 
DA Neurone dieser Substanz müsste eine Konzentration von über 100 µM haben. Nach 100 
µM waren etwa 58 % der DA Neurone nach 48 h Behandlung noch quantifizierbar.  
 
MPP+   2,9-DiMe-BC        2-Me-BC      1,9-DiMe-BC         9-Me-BC
Toxizität Protektion
 
Abb.  3-44 Einstufung der Effekte von MPP+, 2,9-DiMe-BC, 2-Me-BC, 1,9-DiMe-BC und 9-Me-BC 
auf die DA Neurone der mesencephalen Primärzellkultur.  
In dem farbigen Pfeil sind die untersuchten Substanzen nach ihren Effekten eingestuft. Der rote 
Bereich des Pfeils markiert den Bereich der Toxizität, im grünen Bereich befinden sich die Substanzen 
mit protektiven Effekten auf die DA Neurone. Der Strich markiert die Grenze zwischen den Bereichen 
der Toxizität und der Protektion.  
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Eine Erhöhung der Anzahl der DA Neurone hatte das BC 1,9-DiMe-BC zur Folge, wo nach 
Behandlung mit 50 µM eine signifikante Erhöhung von 17 % zu beobachten war. Nach 100 
µM war dieser Effekt jedoch wieder zurückgegangen. In Hinsicht auf die Protektivität von BC 
erwies sich 9-Me-BC am effektivsten. In einem Konzentrationsbereich von 25 – 100 µM 
erwies sich diese Substanz als signifikant erhöhend auf die Anzahl der DA Neurone. Erst 
nach Behandlung mit 200 µM ging die Anzahl der DA Neurone auf 86 % zurück. 
Umfassende Untersuchungen zu Zelltodmechanismen, Energiestatus, Aufnahme in das 
Gewebe, Genexpressionsanalysen zu Signalwegen usw. wurden mit den zwei BC 2,9-DiMe-
BC und 9-Me-BC durchgeführt und sind in Tab.  3-4 zusammengefasst. 
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Tab.  3-4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Effekten von 2,9-DiMe-BC und 9-Me-BC auf 
die DA mesencephale Primärzellkultur.  
In der ersten Spalte sind alle untersuchten Prozesse aufgeführt. Mit roten Pfeilen ist eine jeweilige 
Erniedrigung des untersuchten Prozesses oder eine Verschlechterung z.B. in der Morphologie der DA 
Neurone nach Behandlung mit den BC gekennzeichnet. Ein grüner Pfeil deutet auf eine Erhöhung des 
untersuchten Prozesses oder auf ein positives Ereignis z.B. in Bezug auf die spezifischen Effekte auf 
die DA Neurone hin. Trat keine Veränderung nach Behandlung mit den jeweiligen Substanzen auf, ist 
dies mit gelben Pfeilen gekennzeichnet. Nicht untersuchte Vorgänge sind mit einem Querstrich 
markiert. 
Untersuchte Prozesse Effekte von 2,9-DiMe-BC 
Effekte von 
9-Me-BC 
Anzahl der DA Neurone 
   
Morphologie der DA Neurone 
   
Zellzahl in der Kultur 
   
Spezifischer Effekt auf DA Neurone 
gegenüber anderen Zellen 
 
 (toxisch)  (protektiv) 
Anreicherung im Gewebe Max nach 12 h, 
100 nmol/g Gewebe
Max nach 3h 
84 nmol/g Gewebe 
Aufnahme über den DAT 
   
Freisetzung von LDH 
   
Anzahl PI-positiver Zellkerne 
   
Poteingehalt 
   










   
ATP-Gehalt 
   
Laktatproduktion 
  - 
Proliferation 
 -  
Dopamingehalt 
 -  
Aufnahme von [3H]-Dopamin 
 -  
Entzündung 
   
Stress 
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3.6. Genexpressionsanalyse mit Microarrays nach Behandlung mit dem 
 DA Agonisten Lisurid und dem Neurotoxin Glutamat 
Der Dopamin-Agonist Lisurid wird in der Parkinson-Therapie ergänzend zu L-Dopa oder als 
Monotherapie schon seit einigen Jahren eingesetzt. Zudem wurden neuroprotektive 
Eigenschaften des Medikaments untersucht und es erwies sich in der Primärzellkultur des 
Mittelhirns von Mäusen als neuroprotektiv für DA Neuronen (Gille et al. 2002b). In vivo 
Studien zeigten ebenfalls positive Ergebnisse von Lisurid gegen Eisentoxizität (Double et al. 
2003b). Um Einflüsse von Lisurid auf die Genexpression zu untersuchen, wurde die DA 
mesencephale Primärzellkultur 6 h bzw. 24 h mit Lisurid behandelt. Danach wurden die 
Expressionen der Gene von Behandlung und Kontrolle umfassend mit den GeneChip® 
Mouse Expression Arrays 430A von Affymetrix analysiert und verglichen. Die experimentelle 
Vorgehensweise wurde bereits im Material- und Methodenteil dargestellt. Die Ergebnisse 
sind in den folgenden Abschnitten beschrieben. 
3.6.1. Analyse der Genexpression nach 24 h Behandlung mit 0,1 µM Lisurid 
Zunächst wurde die Genexpression nach einer 24 h Behandlung mit Lisurid untersucht. Die 
Kultur wurde am 8. DIV mit 0,1 µM Lisurid behandelt. Danach wurden die 22600 analysierten 
Transkripte in hoch- und herunterregulierte Gene unterteilt und verschiedenen biologischen 
Prozessen mit Hilfe des Gene Ontology Browsers in NetAffx von der Firma Affymetrix 
zugeordnet. Die Grenze wurde dabei auf eine Signal Log Ratio (SLR) von 0,5 gesetzt, was 
eine 20.5 = 1,4-fache Veränderung bedeutet. Von 100 hochregulierten Genen konnte 
insgesamt 78 Genen ein biologischer Prozess zugeordnet werden (Abb.  3-45). Eine 
ausführliche Auflistung mit Annotation, Gensymbol, zelluärem Bestandteil, Gennamen und 
Änderung der Expression ist im Anhang in Tab.  7-1 für die hochregulierten und in Tab.  7-2 
für die herunterregulierten Transkripte dargestellt. Dabei waren 22 Gene der Entwicklung 
und 21 Gene, die für die Transkription relevant sind, höher exprimiert als in der Kontrolle. 
Gene die Prozessen, wie Signaltransduktion, Proteinmetabolismus, Transport, DNA-
Metabolismus, Zellzyklus und Aminosäuremetabolismus zugeordnet werden konnten, waren 
ebenfalls höher reguliert. Nur vereinzelt wurden durch die Behandlung mit Lisurid Gene aus 
Glykolyse, Immunantwort und mRNA-Reifung als verändert detektiert. 
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Biologische Prozesse von höher exprimierten Genen 





















Biologische Prozesse von niedriger exprimierten Genen 
























Abb.  3-45 Biologische Prozesse von veränderten Genen nach 24 h Behandlung mit 0,1 µM 
Lisurid.  
In der oberen Grafik sind die höher exprimierten Gene biologischen Prozessen zugeordnet. Die 
Anzahl der betroffenen Gene steht in Klammern jeweils hinter dem Prozess. In der unteren Grafik sind 
alle Prozesse der niedriger exprimierten Gene zusammengestellt. 
  Ergebnisse 
-102- 
Wie schon bei den hochregulierten Genen, waren gleiche Prozesse den herunterregulierten 
Genen zuzuordnen, wie Transport, Proteinmetabolismus, Signaltransduktion, Entwicklung, 
Transkription und Zellzyklus. Insgesamt 6 Gene des Lipidmetabolismus wiesen weniger 
Transkript auf als in der Kontrolle. Gene, die wichtig für neurophysiologische Prozesse, 
mRNA Reifung, Zytoskelettorganisation, Biosynthese und Aminosäuremetabolismus sind, 
waren ebenfalls herunterreguliert. 
Einige Gene wurden anschließend mit qRT-PCR auf ihre Expressionsänderung hin 
überprüft. Sie wurden aufgrund ihrer hohen Expressionsänderung (z.B. Ark1c20) oder ihrer 
möglichen neurologischen Bedeutung (z.B. NeuroD1, Ttr) ausgewählt. Die Ergebnisse der 
Validierung sind in Abb.  3-46 dargestellt. Insgesamt 6 von 12 Genen erwiesen sich nach 
Expressionsanalyse des Arrays als anders reguliert, nachdem sie mit qRT-PCR überprüft 
wurden waren. Am größten war der Unterschied des Transkriptes der Aldoketoreduktase 
(Ark1c20), das nach Arraydaten 8-fach höher exprimiert sein sollte. Die Analyse mit qRT-
PCR ergab eine Erniedrigung der Expression um 50 %. Neuro D1 (6,4-fach), Ttr (7,1-fach), 
Map3k12 (2,7-fach), Thrap (2-fach), Dcamkl1 (1,3-fach) und Ptprz (1,2-fach) waren 
tatsächlich höher exprimiert als in der Kontrolle, wobei die Erhöhung bei Dcamkl1 und Ptprz 
nur minimal war. Fscn (1,3-fach, jedoch mit hohem SEM), Ppp2re (1,0-fach) und Ect2 (0,9-
fach) konnte man als nicht reguliert betrachten. Tcf3 und Gpr27 waren laut Arraydaten 
niedriger exprimiert. Gegenteilige Ergebnisse ergaben sich nach qRT-PCR. Beide Gene 
waren 2,2 und 2-fach höher reguliert als in der Kontrolle. 
Validierung der Genexpression mit qRT-PCR nach 













































Abb.  3-46 Analyse der Genexpression nach 24 h Behandlung mit 0,1 µM Lisurid (8. DIV – 9. 
DIV).  
Die Expressionsanalyse erfolgte mit qRT-PCR, um die Arraydaten zu validieren. Die Daten 
repräsentieren die Mittelwerte aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten ±SEM. Signifikanzen 
sind mit einem Stern markiert. Balken in roter Farbe kennzeichnen die höher exprimierten Gene, die 
blauen Balken die niedriger exprimierten Gene nach Expressionsanalyse mit den Microarrays. 
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3.6.2. Änderung der Genexpression nach 6 h Behandlung mit 0,1 µM Lisurid 
Nachdem die Genexpressionsanalyse nach 24 h Behandlung mit Lisurid überprüft wurde und 
die Expressionsveränderungen insgesamt nicht so stark waren, wurde ein früherer Zeitpunkt 
der Analyse gewählt. Die Konzentration des DA-Agonisten wurde bei 0,1 µM belassen. 
Als Filter wurde diesmal die Schwelle höher gewählt, für die hochregulierten Gene wurde die 
SLR auf 1,5 gesetzt, was einer 2,8-fachen Erhöhung der Expression entspricht. Für die 
geringer exprimierten Gene wurden alle Transkripte klassifiziert, die ab einer 2-fachen 
Herrunterregulierung nach Behandlung aufwiesen. Von 153 hochregulierten Genen konnte 
116 ein biologischer Prozess zugeordnet werden (Abb.  3-47). 24 Gene des Transportes, 17 
des Proteinmetabolismus und 15 Gene der Signaltransduktion waren höher reguliert als in 
der Kontrolle. Des Weiteren waren höher exprimierte Gene Prozessen wie Transkription, 
Entwicklung, Ubiquitinzyklus, Lipidmetabolismus, Zellzyklus, RNA-Reifung, Stress, DNA-
Reparatur, Apoptose, Cofaktor-Metabolismus und Chromosomenorganisation zuzuordnen. 
Eine ausführliche Auflistung mit Annotation, Gensymbol, zelluärem Bestandteil, Gennamen 
und Änderung der Expression ist im Anhang in Tab.  7-3 für die hochregulierten und in Tab. 
 7-4 für die herunterregulierten Transkripte dargestellt. 
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Biologische Prozesse von höher exprimierten Genen 
























Biologische Prozesse niedriger exprimierter Gene nach 
























Abb.  3-47 Biologische Prozesse von veränderten Genen nach 6 h Behandlung mit 0,1 µM 
Lisurid.  
In der oberen Grafik sind die höher exprimierten Gene biologischen Prozessen zugeordnet. Die 
Anzahl der betroffenen Gene steht in Klammern jeweils hinter dem Prozess. In der unteren Grafik sind 
alle Prozesse der niedriger exprimierten Gene zusammengestellt. 
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Von insgesamt 216 Genen, die mindestens 2-fach geringer exprimiert waren als in der 
Kontrolle, konnte 174 einem biologischen Prozess zugeordnet werden. Dabei waren 46 
Gene, die in die Proteinbiosynthese involviert sind, 31 Gene gehören dem Transport an. 
Nach 6 h Behandlung mit Lisurid waren auch Gene niedriger exprimiert, die wichtig für 
Prozesse des Proteinmetabolismus, Zellzyklus, Entwicklung, Stress, Signaltransduktion 
Transkription und Lipidmetabolismus sind. Des Weiteren konnten Gene dem RNA und DNA 
Metabolismus, der oxidativen Stressantwort, dem Kohlenhydrat-Metabolismus und der 
Zytolyse zugeordnet werden (Abb.  3-47). 
3.6.3. Änderung der Genexpression nach 15 min Behandlung mit 0,5 mM 
 Glutamat 
Glutamat ist ein sehr häufig auftretender exzitatorischer Neurotransmitter im 
Säugetiergehirn. Erhöhte Glutamatfreisetzung wird jedoch mit vielen neurodegenerativen 
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, so auch bei der Parkinson-Krankheit (Gerlach et 
al. 1996;Novelli et al. 1988a). In diesem Experiment wurde die Genexpression nach 15 min 
Behandlung mit 0,5 mM Glutamat und weiteren 4 h Inkubation ohne Glutamat am 9. DIV 
untersucht. Alle Gene, die 4-fach und höher (SLR 2), bzw. 2-fach und niedriger (SLR -1) 
exprimiert waren, wurden klassifiziert. Von 72 höher exprimierten Transkripten könnten 52 
Gene biologischen Prozessen zugeordnet werden. Dabei spielten Prozesse der 
Transkription, der Signaltransduktion und des Transportes eine wichtige Rolle. Ebenso 
waren Vorgänge der Entwicklung, RNA-Reifung, neuronalen Differenzierung, ROS-
Metabolismus, Proteinmetabolismus, Zytoskelettorganisation und DNA-Reparatur involviert. 
Die Behandlung mit Glutamat hatte auch Effekte auf den Fucose- und Cofaktor-
Metabolismus und die Chromosomenorganisation (Abb.  3-48). Eine ausführliche Auflistung 
mit Annotation, Gensymbol, zelluärem Bestandteil, Gennamen und Änderung der Expression 
ist im Anhang in Tab.  7-5 für die hochregulierten und in Tab.  7-6 für die herunterregulierten 
Transkripte dargestellt. 
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Biologische Prozesse höher exprimierter Gene 

























Biologische Prozesse niedriger exprimierter Gene 




















Abb.  3-48 Biologische Prozesse von veränderten Genen nach 15 min Behandlung mit 0,5 mM 
Glutamat und weiteren 4h Inkubation ohne Glutamat.  
In der oberen Grafik sind die höher exprimierten Gene biologischen Prozessen zugeordnet. Die 
Anzahl der betroffenen Gene steht in Klammern jeweils hinter dem Prozess. In der unteren Grafik sind 
alle Prozesse der niedriger exprimierten Gene vertreten. 
  Ergebnisse 
-107- 
40 Gene waren nach Behandlung mit Glutamat mindestens 2-fach niedriger exprimiert. Sie 
konnten Prozessen des Transportes, der Transkription, Entwicklung, Signaltransduktion, 
dem Zellzyklus und Proteinmetabolismus zugeordnet werden. Einzelne Gene, die wichtig für 
Apoptose, Zellmigration, Zelladhäsion, Immunantwort, Zellredox-Homöostase und DNA-
Replikation sind, waren ebenfalls geringer exprimiert als in der Kontrolle. 
3.6.4. Änderung der Genexpression nach 24 h Preinkubation mit Lisurid 
 und anschließender Behandlung mit Glutamat 
Um Gene zu identifizieren, die dazu beitragen durch eine Behandlung mit Lisurid protektiv 
gegen die neurotoxische Wirkung von Glutamat zu wirken, wurde die Primärzellkultur nach 
24 h Preinkubation mit Lisurid anschließend mit Glutamat behandelt. Die gleichen Prozesse 
von höher exprimierten Genen, die nach alleiniger Glutamatbehandlung involviert waren, 
spielten bei diesem Behandlungsmodus auch wieder eine Rolle (Abb.  3-49). Eine 
ausführliche Auflistung der Transkripte mit Annotation, Gensymbol, zelluärem Bestandteil, 
Gennamen und Änderung der Expression ist im Anhang in Tab.  7-7 für die hochregulierten 
und in Tab.  7-8 für die herunterregulierten Transkripte dargestellt. 
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Biologische Prozesse höher exprimierter Gene nach 24 h 























Biologische Prozesse niedriger expimierter Gene nach 24 h 
















Abb.  3-49 Biologische Prozesse von veränderten Genen nach 24 h Preinkubation mit 0,1 µM 
Lisurid, 15 min Behandlung mit 0,5 mM Glutamat und 4 h Erholungsphase.  
In der oberen Grafik sind die höher exprimierten Gene biologischen Prozessen zugeordnet. Die 
Anzahl der Gene steht in Klammern jeweils hinter dem Prozess. In der unteren Grafik sind alle 
Prozesse der niedriger exprimierten Gene vertreten. 
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Für die Prozesse der niedriger exprimierten Gene ergab sich fast ein ähnliches Bild wie nach 
alleiniger Glutamatbehandlung. Einziger Unterschied war hier, dass Gene des Zellzyklus und 
der DNA-Replikation nach Behandlung mit Lisurid und Glutamat nicht detektiert wurden 
(Abb.  3-49).  
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4. Diskussion 
4.1. Charakteristik der DA mesencephalen Primärzellkultur 
Der Vorteil der Primärzellkultur gegenüber Zelllinien besteht in ihrer zellulären Heterogenität 
und damit dem Erhalt gewebespezifischer Eigenschaften. So konnte in einer striatalen 
Primärzellkultur von Ratten gezeigt werden, dass neurochemische und elektrophysiologische 
in vivo Eigenschaften denen im Zellkulturmodell ähnelten (Falk et al. 2006). In der 
vorliegenden Arbeit konnten in der mesencephalen Kultur von Embryonen des 
Mausstammes C57Bl/6 alle neuralen Zelltypen, wie Neurone, Glia und Oligodendrozyten 
nachgewiesen werden. Somit kann man von relativ in vivo nahen Bedingungen sprechen. 
Der neuronale Anteil betrug etwa 30 – 40 %. Cirka 1 % dopaminerge Neurone konnten in der 
Kultur identifiziert werden. Dabei blieb die Anzahl der dopaminergen Neurone über eine 
Kulturdauer von 15 d relativ konstant (Abb.  3-4). Die Neurogenese von DA Neuronen in der 
SNpc der Maus gilt mit Ende der 2. Woche der embryonalen Entwicklung, also zum 
Zeitpunkt der Präparation (14. DIV), als abgeschlossen (Bayer et al. 1995). Jedoch könnte 
eine Konstanz durch Absterben und Neuentstehung der DA Neurone entstehen. Theoretisch 
wäre dies möglich da Populationen von Stammzellen mit Hilfe einer Doppelmarkierung der 
Marker Nestin und BrdU identifiziert wurden (Abb.  3-7). Das Intermediärfilamentprotein 
Nestin wird von proliferierenden Vorläuferzellen in verschiedenen Regionen des ZNS der 
Maus ab dem Embryonaltag 7,75 exprimiert (Dahlstrand et al. 1995). Außerdem wurden 
vereinzelt adhärierte Neurosphären als TH-positiv identifiziert (Abb.  3-8). Dies wurde jedoch 
nur sehr selten beobachtet und spielt wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle. Insgesamt 
wurden vorwiegend morphologisch voll entwickelte DA Neurone in der Kultur beobachtet, 
was für ein permanentes Bestehen der DA Neurone von Kulturbeginn an spricht. Eine 
Zunahme der Dendritenanzahl und Verzweigungssaktivität der DA Neurone vom 3. – 15. DIV 
wurde gesehen. Außerdem zeigte eine untersuchte Zeitspanne vom 8. – 14. DIV im 
Vergleich zum 7. DIV einen Anstieg der Th-Expression, als Marker für reife DA Neurone. Die 
Expression von Nurr-1, ein Transkriptionsfaktor der wichtig für die Entwicklung reifer DA 
Neurone ist, nahm ab dem 10. DIV, bezogen auf den 7. DIV ab. Interessanterweise erhöhte 
sich die Expression des Astrocytenmarkers Gfap ab dem 7. DIV kontinuierlich, obwohl die 
Kultur ab dem 5. DIV auf serumfreies Medium umgestellt wurde und das eher ein Wachstum 
Astrozyten hemmen sollte. Es wurde jedoch berichtet, dass in einer mesencephalen 
Primärzellkultur von Ratten neurotrophe Faktoren von Astrocyten den Zelltod von DA 
Neuronen unterbunden hatten (Takeshima et al. 1994). Somit ist die Zunahme des 
Astrocytenmarkers Gfap in der Kultur möglicherweise als positiv zu bewerten. Die 
Expression von Map2 (Marker für reife Neurone) nahm bis zum 10. DIV zu, sank danach 
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aber wieder unter das Expressionsniveau des 7. DIV. β-Tubb3 als Marker für heranreifende 
Neurone wie auch der Oligodendrocytenmarker GalC wurden vom 8. – 14. DIV relativ 
konstant exprimiert. 
Im Verlauf der Kultivierung nahm ab dem 7. DIV die Anzahl der nekrotischen Zellen zu (Abb. 
 3-5). Dass es sich dabei um DA Neurone handelte, kann ausgeschlossen werden, da deren 
Anzahl relativ konstant blieb. Zuvor wurde ab dem 5. DIV eine Verringerung des ATP-
Gehaltes gemesssen, was mit der Umstellung auf serumfreies Medium zu erklären sein 
könnte (Abb.  3-6). In einer Primärzellkultur von cerebralen Cortex wurde ebenfalls ein 
verminderter ATP-Gehalt durch Serumentzug gemessen (Fujita et al. 2001). Es wurde 
jedoch auch vermutet, dass mit zunehmendem Alter der Primärzellkultur ein verstärkt 
anaerober Stoffwechsel eintritt und sich somit der ATP-Gehalt verringern könnte (Danias et 
al. 1989a). Der verringerte ATP-Gehalt wiederum könnte für die Zunahme der Nekrose 
verantwortlich sein. Es wurde nachgewiesen, dass durch eine ATP-Verminderung von mehr 
als 50 % der nekrotischen Zelltod induziert werden kann (Eguchi et al. 1997b). Vom 1. – 10. 
DIV nahm der Gesamtproteingehalt der Kultur fortwährend zu, was mit einem stetigen 
Zellwachstum und damit einer Zunahme der Zellmasse zu begründen sein könnte.  
4.2. Mechanismen der Neurodegeneration durch β-Carboline 
4.2.1. 2,9-DiMe-BC ist ein potenteres Toxin als 2-Me-BC 
Methylierte β-Carboline werden als potentielle Endotoxine angesehen, die zur Pathogenese 
der Parkinson-Krankheit beitragen können. Es sind heterozyklische Indolalkaloide, die 
endogen im Säuger aus Tryptophan gebildet werden oder in hoch erhitzten Speisen oder 
Zigarettenrauch vorkommen. Insbesondere 2,9-DiMe-BC wurde in erhöhter Konzentration in 
der cerebrospinalen Flüssigkeit von Parkinsonpatienten detektiert, jedoch nicht in den 
Kontrollprobanden (Matsubara et al. 1995). Zudem weist 2,9-DiMe-BC eine strukturelle 
Ähnlichkeit zu dem Neurotoxin MPP+ auf, welches parkinsonähnliche Syndrome im 
Menschen auslösen kann (Langston et al. 1983). Obwohl Nagetiere relativ resistent 
gegenüber MPTP–Toxizität sind, wurde eine höhere Sensitivität des hier verwendeten 
Mausstammes C57BL/6 gegen MPP+ nachgewiesen, indem sich der neostriatale 
Dopamingehalt und die TH-Aktivität in der Substantia nigra verringerte (Heikkila and 
Sonsalla 1992). Während nach 24 h Inkubation nur eine leicht höhere Toxizität von 2,9-
DiMe-BC gegenüber 2-Me-BC auf DA Neurone in der mesencephalen Primärzellkultur 
festgestellt werden konnte, erhöhte sich das toxische Potential von 2,9-DiMe-BC nach 48 h 
stark (Abb.  3-9). Im Vergleich war MPP+ allerdings am effektivsten, da nach 48 h Behandlung 
mit 10 µM 28 %, nach 2,9-DiMe-BC 56 % und nach 2-Me-BC 97 % der DA Neurone 
überlebten. Ein ähnliches Toxizitätsverhalten findet sich auch in anderen Zellkultursystemen. 
Zum Beispiel wurde in humanen embryonalen Nierenzellen mit stabil transfizierten 
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Dopamintransporter (HEK-hDAT) ein LC50-Wert von 0,14 µM für MPP+, 62 µM für 2,9-DiMe-
BC und 147 µM für 2-Me-BC berechnet (Storch et al. 2004). Auch in der Neuroblastoma-
Zelllinie Neuro2A erwies sich 2,9-DiMe-BC toxischer als das 2[N]-methylierte BC (Bonnet et 
al. 2004). Eine Ursache der niedrigeren Toxizität von 2-Me-BC könnte die geringere 
Hemmungskapazität des Komplex I der Atmungskette in den Mitochondrien sein. Es wurde 
in intakten Mitochondrien aus Rattenleber nachgewiesen, dass 2,9-DiMe-BC (IC50 = 95 µM) 
der potentere Komplexhemmer I der Atmungskette im Vergleich zu 2-Me-BC (IC50 = 1145 
µM) ist (Albores et al. 1990). Offensichtlich ist die Konformation mit zusätzlicher [N]-
Methylierung am C9-Atom von 2[N]-methylierten BC entscheidend für die Entwicklung einer 
höheren Toxizität. Der LC50-Wert der DA Neurone lag in der hier vorgestellten Arbeit für 
MPP+ bei 4,4 µM. Nach 48 h Behandlung mit 10 µM überlebten 28 % der DA Neurone (Abb. 
 3-10). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Befunden von Koutsilieri et al., die in einer 
Kokultur von mesencephalen und striatalen Mausneuronen nach 10 µM MPP+ noch 20 % der 
DA Neurone detektieren konnten (Koutsilieri et al. 1993). Der LC50-Wert für 2,9-DiMe-BC war 
in etwa dreifach so hoch (14,1 µM), wie der von MPP+. Ein relativ vergleichbarer Wert für 
2,9-Dimethyl-BC (LC50 = 8,7 µM) allerdings ein sehr viel niedrigerer für MPP+ (LC50 = 0,3 µM) 
wurde in einer mesencephalen Primärzellkultur von Ratten gemessen (Collins et al. 1996). 
Hierbei muss jedoch die unterschiedliche Messmethodik berücksichtigt werden, da die DA 
Toxizität über die DA-Aufnahme ermittelt und nicht die Überlebensrate bestimmt wurde. 
Die Gewebekonzentration von 2,9-DiMe-BC in der Primärzellkultur betrug nach 12 h 
Inkubation 100 nmol/g Gewebe (Abb.  3-11). Die Substanz wird also zunächst im Gewebe 
angereichert. Zum Vergleich wurde in post mortem Gewebe von humaner SN eine 
Konzentration von 0,77 pmol/g gemessen (Matsubara et al. 1993b). Bedenkt man jedoch die 
direkte in vitro Applikation und metabolische Abbauprozesse im ganzheitlichen Organismus, 
ist die weitaus höhere Konzentration im Gewebe der Zellkultur durchaus erklärbar. Nach 24 
h sank die Konzentration von 2,9-DiMe-BC auf 65 nmol/g Gewebe, was eventuell auf eine 
Schädigung der Zellen und Austreten der Substanz oder unbekannte Abbaumechanismen 
zurückzuführen sein könnte. 
4.2.2. Selektive Toxizität von 2,9-Dimethyl-BC ist Dopamintransporter-
 unabhängig 
Die selektive Schädigung der DA Neurone gegenüber anderen Neuronen durch MPP+ ist mit 
dessen spezifischer Aufnahme über den DAT und Akkumulation des Toxins asoziiert (Javitch 
et al. 1985). Eine selektive Aufnahme von 2,9-DiMe-BC über den Dopamintransporter in 
striatale Synaptosomen von Ratten wurde durch Matsubara et al. belegt (Matsubara et al. 
1998b). In dieser Arbeit konnte jedoch keine DAT-abhängige Toxizität von 2,9-DiMe-BC 
nachgewiesen werden (Abb.  3-12). Experimentelle Fehler können ausgeschlossen werden, 
da die Hemmung des DAT durch den Inhibitor GBR 12909 in MPP+-behandelten Zellen 
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erfolgreich war. Hier wurde die MPP+-induzierte Toxizität für DA Neurone durch die 
Inhibierung des DAT fast vollständig aufgehoben. Zwar wurde z. B. durch Storch et al. eine 
DAT-abhängige Aufnahme von 2,9-DiMe-BC in HEK-hDAT Zellen gezeigt, jedoch war die 
Verminderung der Toxizität von MPP+ in nativen HEK-293-Zellen (wt) (LC50wt = 575 µM, 
LC50DAT = 0,14 µM) um ein vielfaches höher als von 2,9-DiMe-BC (LC50wt = 83 µM, LC50DAT = 
62 µM) (Storch et al. 2004). Es könnten also auch andere nicht DAT-assoziierte 
Aufnahmemechanismen vorhanden sein, die zum selektiven Absterben der DA Neurone 
führen. Da 2,9-DiMe-BC die Eigenschaften eines Kations erfüllt, spielen eventuell organische 
Kationentransporter (OCT) bei dem Aufnahmeprozess eine Rolle. Insgesamt konnte eine 
geringere selektive Toxizität auf DA Neurone von 2,9-DiMe-BC im Vergleich zu MPP+ gezeigt 
werden (Abb.  3-18), was auch durch andere Arbeitsgruppen bestätigt werden konnte. So lag 
der EC50-Wert für MPP+ weitaus höher als der von 2,9-DiMe-BC (70 – 100 µM und 12,3 µM), 
wenn die Toxizität auf GABAerge Neurone untersucht wurde (Collins et al. 1996). Auch 
Matsubara et al. konnte bei höheren Konzentrationen (10 µM) von 2,9-DiMe-BC eine 
Verringerung der DA Neurone, aber auch anderer neuronaler Zellen nachweisen (Matsubara 
et al. 1998a). Nichtsdestotrotz waren DA Neurone stärker von der 2,9-DiMe-BC Toxizität 
betroffen als die Gesamtkultur (Abb.  3-18). Darüber hinaus sah man bei einer Konzentration 
von 10 µM 2,9-DiMe-BC keine Toxizität für die Gesamtkultur gemessen an der LDH-
Freisetzung (Abb.  3-15), jedoch bei gleicher Konzentration eine Verringerung der DA 
Neurone um 46 % (Abb.  3-9 B). Durch eine einmalige vorübergehende (48 h) Behandlung 
mit 2,9-DiMe-BC und einer anschließenden Erholungsphase von 5 Tagen konnte kein 
signifikant zunehmendes zeitverzögertes Absterben noch eine signifikante Erholung der DA 
Neurone nachgewiesen werden (Abb.  3-13). Das mikroskopische Bild zeigte indes nach 5 
Tagen Erholungsphase eine zunehmende morphologische Schädigung der DA Neurone mit 
einer verringerten Anzahl und Verzweigung von Neuriten (Abb.  3-14). Dies zeigt, dass ein 
einmal gesetzter Schaden selbst nach Entfernen des Toxins weiterläuft. Eventuell ist die 
selektive Schädigung der DA Neurone mit deren intrinsischen Eigenschaften zu begründen, 
da sowohl die Tyrosinhydroxylase selbst als auch der Katabolismus von Dopamin mit 
erhöhtem oxidativem Stress in Verbindung gebracht wurden (Adams, Jr. et al. 1997;Olanow 
1992).  
4.2.3. 2,9-DiMe-BC und Zelltodmechanismen 
Nekrotische Prozesse gehen mit einem Verlust der Zellmembran-Integrität einher. Dabei 
kommt es zu einem messbaren Austritt von Enzymen wie der Laktatdehydrogenase (LDH). 
Die Behandlung mit 2,9-DiMe-BC erhöhte die LDH-Freisetzung in der mesencephalen 
Primärzellkultur konzentrationsabhängig (Abb.  3-15). Des Weiteren konnte eine ebenfalls 
konzentrationsabhängige Verringerung der Proteinkonzentration gemessen werden, die 
wahrscheinlich mit dem Verlust beschädigter Zellen zu erklären ist (Abb.  3-19). Die 5-fach 
  Diskussion 
-114- 
erhöhte Aufnahme von Propidiumiodid nach 24 h Behandlung mit 2,9-DiMe-BC lässt auf 
einen nekrotischen Zelltodmechanismus schließen (Abb.  3-17). Erhöhte LDH-Werte nach 
Inkubation mit 2,9-DiMe-BC konnten auch in PC12-Zellen nachgewiesen werden (Cobuzzi et 
al. 1994). Interessanterweise reagierten jüngere mesencephale Primärzellkulturen, die am 8. 
DIV für 48 h behandelt wurden, mit einer signifikanten Erhöhung des LDH-Gehalts um 50 % 
empfindlicher auf die Behandlung mit 10 µM 2,9-DiMe-BC (Abb.  3-16) als ältere Kulturen. Bei 
denen (Behandlung 10. – 12. DIV mit 10 µM) blieb der LDH-Gehalt auf dem Niveau der 
Kontrolle (Abb.  3-15). Mit zunehmendem Alter werden Primärzellkulturen anerober und 
wechseln von Zellatmung zu Glykolyse (Danias et al. 1989b). Eine allgemein abnehmende 
ATP-Produktion ab dem 5. DIV wie schon im Kapitel  4.1 beschrieben, unterstützt diese 
Annahme. Da 2,9-DiMe-BC als potenter Komplex I-Hemmer der Atmungskette angesehen 
wird (Ramsay et al. 1989), wäre die Toxizität bei verringerter Zellatmung nicht mehr so 
effektiv. Eine deutliche Reduktion von ATP von bis zu 50 % in der DA Primärzelkultur konnte 
nach 48 h Inkubation mit 2,9-DiMe-BC nachgewiesen werden (Abb.  3-21). Der verringerte 
ATP-Gehalt wäre durch eine geringere Energiegewinnung durch Hemmung von Komplex I 
der Atmungskette zu erklären. Die zeitgleich erhöhten Laktatwerte könnten auf einen 
kompensatorischen Effekt der Energiegewinnung durch Glykolyse hindeuten (Abb.  3-24). 
Dieser Effekt wurde auch nach MPP+-Behandlung in vivo im Striatum von Ratten beobachtet 
(Rollema et al. 1988).  
Die intrazelluläre Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch die Komplex I 
hemmende Aktivität von MPP+ ist ein gut erforschter Prozess (Fiskum et al. 2003). Dagegen 
ist die Generierung von ROS durch BCe wenig untersucht. Es konnte nach Behandlung mit 
2,9-DiMe-BC eine erhöhte und lang anhaltende Bildung von ROS (bis zu 48 h) detektiert 
werden (Abb.  3-23). Im Vergleich dazu induzierte MPP+ schon nach 3 h einen starken 
Anstieg von Hydroxyl-und Superoxidradikalen in dopaminergen Neuronen, die bereits nach 6 
h wieder sank (Lotharius et al. 1999). Auch durch den Komplex I-Hemmer Rotenon, der an 
der gleichen Stelle wie MPP+ binden soll, wurde eine erhöhte ROS-Produktion in 
mesencephalen Primärzellkulturen nachgewiesen (Radad et al. 2006). Die Aussage, das die 
Behandlung mit 2,9-DiMe-BC oxidativen Stress in der mesencephalen Primärzellkultur 
auslöst, wird durch die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse bekräftigt. Mehrere Gene, die 
mit oxidativem Stress assoziiert sind, wie Glutathionperoxidase 2 und Glutathionreduktase 1 
waren in ihrer Expression erhöht (Tab.  3-2). Eine bis zu 24-fach höhere Genexpression 
wurde für die Hämoxygenase 1 (Hmox1) detektiert, die interessanterweise auch in 
Untersuchungen mit der dopaminergen neuronalen Zelllinie SN4741 nach MPP+ Behandlung 
erhöht war (Yoo et al. 2003). Obwohl Stickoxidradikale einen geeigneten Stimulus für Hmox1 
darstellen (Chen and Maines 2000), konnten diese Radikale nach Behandlung mit 2,9-DiMe-
BC nicht im erhöhten Maß detektiert werden.  
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Es existieren gegenteilige Aussagen zur Enstehung von ROS durch Rotenon. In einer 
Primärzellkultur von mesencephalen Neuronen wurde keine Superoxidradikal-Bildung durch 
Rotenonbehandlung nachgewiesen, jedoch spielte die Depolarisierung des ∆ψm eine 
entscheidende Rolle für das Absterben der DA Neurone (Lotharius and O'Malley 2000;Moon 
et al. 2005). Die Depolarisierung von ∆ψm wird im Zusammenhang mit der Öffnung der 
mitochondrialen Permeabilitäts-Transitionspore (mPTP) gesehen. Nach Öffnung der mPTP 
konnte eine Konformationsänderung von Komplex I mit einem starken Anstieg von ROS 
beobachtet werden (Batandier et al. 2004). Durch die Behandlung der Primärzellkultur mit 
2,9-DiMe-BC konnte eine Verringerung des ∆ψm festgestellt werden. Eventuell ist 2,9-DiMe-
BC an der Öffnung der mPTP beteiligt und führt somit zu einer erhöhten Bildung von ROS. 
Abhängig vom Zellkultursystem kann das Zusammenbrechen des ∆ψm ein frühes Ereignis 
des programmierten Zelltodes sein oder auch eine Konsequenz der Apoptose (Ly et al. 
2003). Dass apoptotische Signalkaskaden durch 2,9-DiMe-BC ausgelöst werden können, 
wurde durch eine Erhöhung der Caspase 3-Aktivität nach 24 und 48 h Behandlung 
nachgewiesen (Abb.  3-20). Caspase 3 gilt als Schlüsselenzym in der apopotischen Kaskade 
und ist für die proteolytische Spaltung von wichtigen Enzymen, wie z.B. Polymerasen 
verantwortlich (Cohen 1997b). Auf Ebene der Genexpression konnten auch noch andere 
Gene, die in den Prozess der Apoptose involviert sind, identifiziert werden. Die Caspasen 1 
und 8, Annexin A5, Bax, Nfkb1, Nfkbia, Tnfrsf1a und Tradd waren in ihrer Expression zum 
Teil 2 – 3,5 fach erhöht (Tab.  3-2). Caspase 1 spielt vornehmlich bei inflammatorischen 
Prozessen durch Spaltung von pro-Interleukin 1β in seine aktive Form eine Rolle, eine 
apototische Funktion über den CD95-Weg wird jedoch vermutet (Cohen 1997a). Eine 
Aktivierung von Caspase 8 wird über Ligandenbindung (z.B. von TNF oder anderen 
Zytokinen) an der TNF-Rezeptorfamilie (auch „Todesrezeptoren“) über den TRADD/FADD-
Komplex (TNF-Rezeptor assoziiertes Protein/Fas assoziiertes Protein mit Todesdomäne) 
initiiert und hat eine Rekrutierung weiterer Caspasen zur Folge. Neben der Signalkaskade 
über die Todesrezeptoren existiert ein zweiter apoptotischer Aktivierungsweg über die 
Mitochondrien. Der mitochondriale Signalweg wird über Proteine der Bcl-2-Familie reguliert. 
Durch apoptotische Stimuli lagert sich das sonst im Cytosol befindliche proapoptotische Bcl-
2-assoziierte x-Proteins Bax in die äußere Mitochondrienmembran ein und verursacht durch 
Öffnung von Ionenkanälen einen Ausstrom von Cytochrom C, dass wiederum eine 
Aktivierung von Caspasen zur Folge hat (Antonsson 2001). Offensichtlich ist 2,9-DiMe-BC in 
der Lage, beide Wege zu induzieren. Der Zelltod durch Apoptose ist durch den Verlust der 
typischen Polarität der Zellmembran durch Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf der 
Zelloberfläche charakterisiert. Das Protein Annexin A5 ist ein hochspezifischer Ligand von 
PS und bindet an apoptotische Zellen. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist über die 
Apoptoseinduktion durch 2,9-Dimethyl-BC noch nicht viel berichtet wurden. In PC 12 Zellen 
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konnte bereits nach Behandlung mit 5 µM Norharman eine erhöhte Caspase 3-Aktivierung 
gezeigt werden (Ostergren et al. 2006). Während in einem anderen Zellkultursystem mit der 
Neuro 2A-Zelllinie erst ab 1000 µM Norharman eine Erhöhung der apoptotischen Zellen 
beobachtet wurde (Pavlovic et al. 2006). Jedoch konnte von der gleichen Gruppe eine 
Aktivierung von Caspase 3/7 durch 2,9-DiMe-BC nachgewiesen werden, was unsere 
Ergebnisse bestätigt.  
Die Wirkmechanismen von 2,9-DiMe-BC sind sehr vielfältig und höchstwahrscheinlich eng 
miteinander verknüpft. So wurde zudem berichtet, dass die erhöhte Bildung von ROS 
wiederum ein Signal für den apoptotischen Zelltod sein kann (Li et al. 2003). Neben dem 
Auslösen von oxidativem Stress und apoptotischen Ereignissen, hat 2,9-DiMe-BC 
offensichtlich einen Einfluss auf Zellwachstum, Zellzykluskontrolle und induziert 
verschiedene Hitzeschockproteine (Tab.  3-2). Die Genexpression des Mitose steuernden 
Proteins Cyclin G1 war nach Behandlung um das 5,6-fache erhöht. Über eine Translokation 
von Cyclin G1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern von degenerierenden Neuronen wurde 
berichtet (Maeda et al. 2005). Dabei kann eine erhöhte Expression von Cyclin G1 durch 
DNA-schädigende Substanzen induziert werden und eine Wachstumsinhibierung zur Folge 
haben (Bates et al. 1996). Genotoxische Effekte durch BC sind bekannt (Boeira et al. 2001). 
Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse spiegeln dies eindrucksvoll wieder, da nach 
Behandlung mit 2,9-DiMe-BC eine 22-fache Expressionserhöhung des durch DNA-Schaden 
induzierten Transkripts 3 (Ddit3) und Gadd45a (6-fach erhöht) gemessen werden konnte. 
Seit langem wird vermutet, dass ein Stopp des Zellwachstums eine direkte Antwort auf 
genotoxischen Stress impliziert und einen schützenden Effekt auf Zellen ausüben könnte 
(Fornace, Jr. et al. 1992). Nach experimentell induzierter Ischämie im Cortex und daraus 
resultierenden DNA-Einzel- und Doppelstrangbrüchen konnte ebenfalls eine erhöhte 
Expression von Gadd45 nachgewiesen werden (Hou et al. 1997). Eine erhöhte Expression 
von Hitzeschockproteinen (HSP), ausgelöst durch Stressoren wie Hitze, UV-Licht oder 
oxidativer Stress, fungiert als Schutz der Zellen gegenüber weiteren Defekten (Morimoto 
1993). Mehrere HSP-Gene waren nach Behandlung mit 2,9-DiMe-BC in ihrer Expression 
erhöht (Tab.  3-2). Darunter befand sich interessanterweise auch Hsp70 (Hspa5) mit einer 
2,5-fachen Expressionserhöhung, dessen Genpolymorphismus mit einem erhöhten Risiko an 
Parkinson zu erkranken, in Verbindung gebracht wurde (Wu et al. 2004). 
Mehrere Gene, die mit entzündlichen Prozessen assoziiert sind, waren nach Behandlung mit 
2,9-DiMe-BC hochreguliert (Tab.  3-2). Eine sehr starke Regulierung des Chemokins Cxcl10 
(19-fach) konnte gezeigt werden. Cxcl10 fungiert bei Entzündungen im ZNS als 
chemotaktisches Signal, welches eine Rekrutierung von T-Lymphocyten und Makrophagen 
zur Folge hat. Der Prozess der Entzündung spielt bei neurologischen Erkrankungen wie z.B. 
multipler Sklerose mit zunehmender Demyelinisierung eine bedeutende Rolle. Liu et al. 
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konnten durch Hemmung von Cxcl10 im Multiple Sklerose-Mausmodell eine Verbesserung 
der neurologischen Funktion nachweisen (Liu et al. 2001). Inflammatorische Prozesse 
wurden auch bereits mit der Parkinson-Krankheit assoziiert. So waren die pro-
inflammatorischen Cytokine IL-1 und IL-6 in erhöhtem Maße in der cerebrospinalen 
Flüssigkeit von Parkinsonpatienten detektierbar (Blum-Degen et al. 1995). Die 
Genexpression dieser Cytokine war ebenfalls nach Behandlung mit 2,9-DiMe-BC 
hochreguliert. Eine Herrunterreglierung des Cytokines Interleukin 18 (Il18) scheint zunächst 
widersprüchlich, da das inaktive Il18 in inflammatorischen Prozessen durch Caspase 1 
aktiviert wird (Felderhoff-Mueser et al. 2005). Jedoch wurde auch von einer Il18-Inhibierung 
durch die HSP-Antwort berichtet (Wang and Chang 2005). Da durch die Behandlung mit 2,9-
DiMe-BC die Expression von zahlreichen HSP erhöht wurde, könnte dies eine Erklärung für 
das niedriger Expressionsniveau von Il18 sein.  
 
Zusammenfassend kann man sagen, dass 2,9-DiMe-BC in der Lage ist, ein vielfältiges 
Spektrum an Zelltodmechanismen auszulösen. Dabei spielen nekrotische als auch 
apoptotische Prozesse eine bedeutende Rolle. Ein Schlüsselmechanismus könnte die 
Entstehung von oxidativem Stress durch ROS sein. Aufgrund der Vielschichtigkeit der 
ausgelösten Prozesse in Kombination mit der spezifischeren Schädigung der DA Neurone 
gegenüber anderen neuralen Zellen, entspricht 2,9-DiMe-BC einem geeigneten Modelltoxin 
für weiterführende Untersuchungen zur Aufklärung der Parkinson-Krankheit. Während 2,9-
DiMe-BC zahlreiche neurotoxische Effekte in der DA mesencephalen Primärzellkultur 
auslöste und auch 2-Me-BC die Anzahl der DA Neurone reduzierte, konnten für 9-Me-BC 
gegenteilige Effekte nachgewiesen werden. Die Methylierung an der 2[N]-Position ist 
offensichtlich maßgebend für die toxische Potenz der BC. Die Effekte von 9-Me-BC werden 
im folgenden Kapitel besprochen. 
4.3. Effekte von 9-Me-BC 
4.3.1. Generelle neuroprotektive Effekte von 9-Me-BC 
9-Me-BC wurde sehr rasch intrazellulär angereichert und erreichte nach 1 h Inkubation eine 
Konzentration von 70 nmol/g Gewebe (Abb.  3-33). Die relativ schnelle Erhöhung der 
Konzentration könnte für aktive Aufnahmemechanismen in die Zelle sprechen. Für einen 
transportabhängigen Aufnahmemechanismus spricht auch die vollständige Hemmung des 
stimulierenden Effektes von 9-Me-BC auf die DA Neurone durch den DAT-Inhibitor 
GBR12909. Die Behandlung der mesencephalen Primärzellkultur mit verschiedenen 
Konzentrationen von 9-Me-BC für 48 h reduzierte die Freisetzung von LDH, deren Austritt 
aus der Zelle ein Marker für den Verlust der Membranintegrität ist (Abb.  3-34). Diese 
Beobachtung wurden zusätzlich durch das Ergebnis unterstützt, dass sich die Anzahl der 
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nekrotischen Zellen, gemessen an der Aufnahme von PI, um 50 % reduzierten (Abb.  3-35, 
Abb.  3-36). Somit ist 9-Me-BC in der Lage der Spontannekrose in der Kultur 
entgegenzuwirken. Untersuchungen mit der Neuroblastomazelllinie Neuro 2A zeigten zwar 
keine Reduktion der LDH-Freisetzung, es konnte jedoch mit Konzentrationen bis zu 500 µM 
9-Me-BC auch kein negativer Einfluss auf die Zellvitalität nachgewiesen werden (Bonnet et 
al. 2004).  
Nach 24 h Behandlung konnte außerdem eine verringerte Caspase 3-Aktivität gemessen 
werden, was auf eine Reduzierung der Apoptose hindeutet. Allerdings erhöhte sich die 
Caspase 3-Aktivität nach 48 h wieder. Dieses Phänomen könnte mit dem erhöhten ATP-
Gehalt in der Kultur nach gleicher Behandlungsdauer zu erklären sein (Abb.  3-38). Es ist 
bekannt, dass Apoptose ein energieabhängiger Prozess ist und innerhalb der Kultur 
eventuell ein Wechsel von Nekrose zu Apoptose stattfand (Eguchi et al. 1997a). Natürlich 
könnten trophische Effekte, ausgelöst durch 9-Me-BC, eine Ursache für die Erhöhung des 
ATP-Gehalts sein. Untersuchungen des Einflusses von 9-Me-BC auf die Expression von 
Genen der Signaltransduktion zeigten weitere protektive Eigenschaften. Nach 24 h 
Behandlung konnte eine verringerte Genexpression in Apoptose relevanten Signalwegen, 
wie Fas und Gadd45a (p53-Signalweg) und Hspb1 (Hsp25) detektiert werden. Auffällig war 
auch die reduzierte Expression von Genen, die mit Entzündungsprozessen assoziiert sind 
(Tab.  3-3). Gene wie Cxcl9 und Irf1 (Jak-Stat-Signalweg), Fasl (NFAT-Signalweg, nukleärer 
Faktor aktivierter T-Zellen) und Icam1, Tnf und Vcam1 (NFκB-Signalweg) waren nach 24 h 
Behandlung in ihrer Expression herunterreguliert, wobei der NFκB-Signalweg auch für 
apoptotische Prozesse relevant ist (Weinreb et al. 2003;Baud and Karin 2001). Der 
beobachtete Rückgang der Nekrose könnte eine Folge der Entzündungshemmung sein. Wie 
die Verminderung von Entzündungsprozessen jedoch ausgelöst wurde, müsste mit weiteren 
Untersuchungen geklärt werden. In einer Cokultur von Mikroglia und kortikalen Neuronen 
von Ratten wurde der Verlust von reifen Neuronen durch die Blockierung von NMDA-
Rezeptoren reduziert (Golde et al. 2002). Möglicherweise hat 9-Me-BC eine inhibitorische 
Wirkung auf NMDA-Rezeptoren der Mikroglia und ist so in der Lage, entzündlichen 
Reaktionen entgegenzuwirken. Es konnte bereits ein BC (1-oxo-2,3,4,9-tetrahydro-1H-BC) 
identifiziert werden, dass antagonistische Eigenschaften am metabotropen Glutamatrezeptor 
1 zeigte (Fabio et al. 2007).  
Über antioxidative Eigenschaften von BC ist schon berichtet wurden (Herraiz and Galisteo 
2002). Ein mögliches radikalfangendes Potential von 9-Me-BC wurde daraufhin untersucht 
und kann jedoch als neuroprotektiver Mechanismus vernachlässigt werden. In dem hier 
verwendeten Assay zeigte 9-Me-BC keine radikalreduzierende Kapazität (Abb.  3-37).  
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4.3.2. Effekte auf dopaminerge Neurone 
Eines der überraschendsten Effekte durch 9-Me-BC war die scheinbare Neuentstehung von 
DA Neuronen. Wie bereits im Kapitel der Kulturcharakteristik in Abb.  3-4 dargestellt, blieb die 
Anzahl der DA Neurone während einer Kultivierung bis zum 15. DIV relativ konstant. Nach 
Behandlung mit 9-Me-BC vom 10. – 12. DIV erhöhte sich die Anzahl der DA Neurone 
konzentrationsabhängig bis zu einem Maximum von 120 % der Kontrolle (Abb.  3-27). Auch 
frühere Behandlungszeiträume zeigten solche Effekte. Selbst nach Entfernen des BC blieb 
die Anzahl der DA Neurone erhöht (Abb.  3-28). Zusätzlich konnte eine Verbesserung der 
Morphologie beobachtet werden (Abb.  3-29). Dass es sich um funktionelle DA Neurone 
handelt, belegen die Ergebnisse eines höheren intrazellulären DA-Gehalts und einer 
erhöhten [3H]DA-Aufnahme um 20 % (Abb.  3-31). Auf Ebene der Genexpression sah man 
nach 48 h Behandlung erhöhte Werte für Th, Nurr-1, beta-Tubb3 und Map-2. Der Marker für 
Astrozyten Gfap blieb auf dem Niveau der Kontrolle (Abb.  3-40). Letztendlich scheinen sich 
die Effekte jedoch vor allem spezifisch auf DA Neurone auszuwirken, da sich die Anzahl 
anderer neuronaler Zellen nur geringfügig erhöhte (Abb.  3-32). Eine Inhibierung des DAT 
verhinderte die Erhöhung der Anzahl DA Neurone (Abb.  3-30). Dies deutet auf eine 
spezifische Aufnahme von 9-Me-BC über den DAT hin.  
Da sich in der verwendeten Primärzellkultur nicht ausschließlich differenzierte Zellen 
befanden, sondern auch mitotische BrdU und Nestin-positive Stammzellen, kann man eine 
mögliche Induktion der Differenzierung nicht ausschließen. Ein Hinweis dazu könnte die 
verminderte Anzahl BrdU-positiver Zellen sein, die nach 48 h Behandlung mit 9-Me-BC 
gemessen werden konnte (Abb.  3-39). Ein rein anti-proliferativer Effekt durch 9-Me-BC kann 
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund der kurzen Expositionszeit und der reifen 
Morphe der DA Neurone erscheint die Induktionstheorie der Differenzierung fraglich, zumal 
der Effekt des 9-Me-BC offenbar von der Aufnahme über den DAT abhängig ist, der erst am 
Ende der Differenzierung DA Neurone nachweisbar ist (Abb.  1-5). Weitere Analysen der 
Genexpression von Faktoren für die Entwicklung DA Neurone sollten Aufschluss darüber 
geben. 
4.3.3. Effekte von 9-Me-BC auf die Genexpression von Faktoren für die 
 Entwicklung DA Neurone 
Die Entwicklung von mesencephalen DA Neuronen ist ein komplexer Prozess, in dem 
neurotrophe Faktoren und Transkriptionsfaktoren nach einer bestimmten Zeitabfolge 
involviert sind. In chronologischer Reihenfolge sind das unter anderen die neurotrophen 
Glykoproteine Sonic hedgehog (Shh), Wingless related MMTV integration site 1/5a (Wnt1 
und Wnt5a) und die Transpriptonsfaktoren Engrailed 1/2 (En1, En2), Nuclear receptor-
related 1 (Nurr1) und der Paired-like homeodomain factor 3 (Pitx3) (Smidt et al. 
1997;Prakash and Wurst 2006a;Castelo-Branco et al. 2003;Nunes et al. 2003). Nach 48 h 
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Behandlung mit 9-Me-BC war die Genexpression der Faktoren Shh, Wnt1/5a, En1, Nurr1 
und Pitx3 um das 2-3-fache hochreguliert und sank nach Entzug wieder (Abb.  3-41). Eine 
Ausnahme bildeten die neurotrophen Faktoren Shh und Wnt1, deren Expression nach 
Entzug sogar weiter anstieg. Die Funktionen von Shh können sehr vielfältig sein. Während 
Shh in pluripotenten P19 Zellen die Expression von Tyrosinhydroxylase erhöhte, wurde sie in 
Th-produzierenden P12 Zellen reprimiert (Kwon et al. 2006). Was die erhöhte Shh-
Expression in der Primärzellkultur bewirken könnte, lässt sich schwer beurteilen und bedarf 
weiterer Untersuchungen. Es wurde gezeigt, dass Bmp2 die Shh-vermittelte Proliferation in 
cerebellären granulären Neuronen verhindern kann (Rios et al. 2004). Da die Expression von 
Bmp2 nach 24 h Behandlung mit 9-Me-BC erhöht war, könnte eventuell eine Regulierung 
von Shh auch in der mesencephalen Primärzellkultur stattfinden (Tab.  3-3). Analog dazu war 
auch das Hedgehog-interagierende Protein Hhip, welches den Shh-Signalweg negativ 
reguliert (Chuang and McMahon 1999), in seiner Expression nach 24 h Behandlung mit 9-
Me-BC erhöht. Untersuchungen zeigten, das Bmp2 und Bmp4 einen DA Phänotyp in einer 
striatalen neuronalen Kultur induzieren konnten (Stull et al. 2001). Möglicherweise trägt die 
erhöhte Expression von Bmp2 und Bmp4 (Tab.  3-3) nach 24 h Behandlung mit 9-Me-BC zu 
der gesteigerten Anzahl der DA Neurone bei.  
Das Glykoprotein Wnt1 wird sehr früh in der neuronalen Entwicklung (E8-8,5) exprimiert und 
ist unentbehrlich für die Etablierung des mesencephalen DA Phänotyps in späteren 
Entwicklungsstadien (Prakash et al. 2006). Es wurden drei verschiedene Wnt-Signalwege 
identifiziert. Jedoch nur der Wnt/β-catenin-Signalweg (auch kanonischer Wnt-Signalweg) 
unterstützt das Entstehen von Nurr1-positiven Vorläuferzellen und die spätere Generierung 
von DA Neuronen (Prakash and Wurst 2006a). β-catenin interagiert im Zellkern mit den DNA 
bindenden Proteinen Tcf/Lef, die anschließend die Transkription von Zielgenen auslösen 
(Reya and Clevers 2005). Der Wachstumsfaktor Vegfa gilt als Wnt-responsives Genprodukt 
(Pishvaian and Byers 2007), dem neben der Bedeutung bei der Angiogenese auch eine 
Rolle bei der Neurogenese zugewiesen wird (Raab et al. 2004). Die Expression von Lef1 und 
Vegfa waren nach Behandlung mit 9-Me-BC hochreguliert (Tab.  3-3), was die Vermutung 
unterstützt, dass eine Beteiligung des Wnt-Signalweges an der Neuentstehung DA Neurone 
nicht auszuschließen ist.  
Die hochkonservierten Transkriptionsfaktoren En1 und En2 sind an der Regionalisierung der 
DA Vorläuferzellen im ventralen Mittelhirn und dem Erhalt der DA Neurone im postnatalen 
und adulten Gehirn beteiligt (Simon et al. 2004). Doppelknockouts von En1 und En2 in 
Mausembryonen führten zum Verlust DA Neurone durch Apoptose (Alberi et al. 2004). Auch 
der Transkriptionsfaktor Nurr1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung und 
dem Überleben mesencephaler DA Vorläuferzellen. Eine direkte Kontrolle von Th, Vmat und 
Dat durch Nurr1 wird vermutet (Jankovic et al. 2005). Des Weiteren ist der 
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Transkriptionsfaktor Pitx3 essentiell für die terminale Differenzierung DA Neurone und 
reguliert die Expression von Th direkt (Maxwell et al. 2005). Die Behandlung mit 9-Me-BC 
erhöhte die Expression eines für die Entwicklung und das Überleben DA Neurone wichtigen 
Spektrums von neurotrophen Faktoren und Transkriptionsfaktoren, wobei die Erhöhung der 
meisten Faktoren von der Anwesenheit des BC abhängig war. Zusätzlich konnte auch eine 
Expressionserhöhung typischer DA Markergene wie Aldh1a1, Dat und Th nachgewiesen 
werden (Abb.  3-41). Differenzierungsvorgänge in der DA mesencephalen Primärzellkultur 
können nicht ausgeschlossen werden. Eventuell entwickeln sich TH-negative Vorläuferzellen 
durch Induktion, ausgelöst durch 9-Me-BC, zu TH-positiven Neuronen und tragen so zu der 
beobachteten Erhöhung der DA Neurone bei.  
4.4. Effekte von 1,9-DiMe-BC auf DA Neurone 
Die Untersuchungen zu 1,9-DiMe-BC beschränkten sich auf Experimente zu Effekten auf DA 
Neurone, da diese Substanz erst relativ spät zur Verfügung stand. 1,9-DiMe-BC gehört zur 
Gruppe der Harmane, da sich eine Methylierung am C1-Atom befindet. Nach 48 h 
Behandlung erhöhte sich die Anzahl der DA Neurone konzentrationsabhängig (Abb.  3-42). 
Verglichen mit 9-Me-BC, wo der Effekt bis 100 µM zu beobachten war, erwies sich 1,9-DiMe-
BC nur bis zu einer Konzentration von 50 µM als effektiv. Die zusätzliche Methylierung am 
C1-Atom hat keinen negativen Einfluss auf die DA Neurone. Hingegen wurde durch Injektion 
von 2-Me-Harman der striatale Dopamingehalt bei Ratten auf 63 % reduziert (Neafsey et al. 
1995). Eine Inhibierung der Dopaminaufnahme wurde ebenfalls nachgewiesen (Drucker et 
al. 1990b). Die Untersuchungen zeigen, dass die Methylierung von BC an der 2[N]-Position 
einen entscheidenden Einfluss auf die toxische Potenz dieser Substanzen hat (siehe die hier 
vorgestellten Ergebnisse mit 2-Me-BC und 2,9-DiMe-BC). Die Methylierung an der 9[N]-
Position wirkte sich in der hier verwendeten Primärzellkultur positiv auf die DA Neurone aus.  
4.5. Genexpressionsanalyse nach Behandlung mit dem DA Agonisten 
 Lisurid 
Der DA Agonist Lisurid gehört zur Substanzklasse der Ergotalkaloide und wird zur 
Behandlung der Parkinson-Krankheit eingesetzt. Bei in vitro Untersuchungen in der DA 
mesencephalen Primärzellkultur wies Lisurid eine protektive Wirkung für DA Neurone gegen 
L-Dopa und MPP+ induzierte Toxizität auf (Gille et al. 2002). Auch in vivo konnte eine 
Protektion des DA Agonisten gegen Eisentoxizität nachgewiesen werden (Double et al. 
2003). Nach 24 h Behandlung der DA mesencephalen Primärzellkultur mit Lisurid am 8. DIV 
erfolgte die Genexpressionsanalyse mit Microarrays. Aufgrund der geringen 
Expressionsunterschiede zur Kontrolle wurde der Filter sehr niedrig gewählt (1,4-fache 
Veränderung). 100 Gene waren hochreguliert und 78 davon konnten biologischen Prozessen 
wie Entwicklung, Transkription, Proteinmetabolismus, Signaltransduktion, Transport, DNA-
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Metabolismus, Zellzyklus, Aminosäuremetabolismus, mRNA-Reifung, Steroidbiosynthese, 
Immunantwort und Glykolyse zugeordnet werden. Von 61 herunterregulierten Genen 
konnten 45 für einen biologischen Prozess klassifiziert werden. Folgende Prozesse waren 
involviert: Transport, Proteinmetabolismus, Signaltransduktion, Zellzyklus, 
Lipidmetabolismus, Entwicklung, Transkription, Neurophysiologie, mRNA-Reifung, oxidative 
Stressantwort, Zytoskelettorganisation, Biosynthese und Aminosäuremetabolismus (Abb. 
 3-45). Eine detaillierte Auflistung mit Annotation, Gensymbol, zelluärem Bestandteil, 
Gennamen und Änderung der Expression ist im Anhang in Tab.  7-1 für die hochregulierten 
und in Tab.  7-2 für die herunterregulierten Transkripte dargestellt. Während bei den 
hochregulierten Genen vorwiegend Transkripte der Entwicklung und Transkription eine Rolle 
spielten, waren bei den herunterregulierten Genen Transport, Proteinmetabolismus und 
Signaltransduktion vordergründig. Es wurden Gene aufgrund ihrer eventuellen 
neurobiologischen Relevanz (z.B. NeuroD1, Ttr, Dcamkl1, Map3k12) oder Höhe der 
Expressionsänderung (Ark1c20, Fscn, Ppp2re, Ptprz, Ect) ausgewählt und mittels qRT-PCR 
überprüft. Die Arraydaten zeigten für Ark1c20 (Aldoketoreduktase 1c20) die größte 
Expressionsänderung mit einer 8-fachen Hochregulierung im Vergleich zur Kontrolle. Nach 
Expressionsanalyse mit qRT-PCR konnte jedoch eine 50 %ige Herrunterregulierung der 
Genexpression festgestellt werden. Das Ergebnis zeigt die dringende Notwendigkeit einer 
Validierung mit einer Alternativmethode. Insgesamt stimmten von 12 überprüften Genen der 
Arraydaten nur 6 Gene nach qRT-PCR überein (Abb.  3-46). Die Gene Ppp2re, Ect2, Ptprz 
und Dcamkl1 waren entweder nicht oder nur sehr gering reguliert oder wiesen eine konträre 
Regulierung auf (Ark1c20, Tcf3, Gpr27). Eine Ursache der hohen Fehlerrate könnte in der 
Wahl des niedrigen Schwellenwertes liegen.  
Ark1c20 gehört zu einer Superfamilie von monomeren Oxidoreduktasen, die eine NADP(H)-
abhängige Reduktion einer Vielzahl von Substraten katalysieren. Als Substrate dienen 
einfache Kohlenhydrate, Steroidhormone, aliphatische Aldehyde und viele xenobiotische 
Substanzen. Für Ark1c20 wurde eine hohe Preferenz für α-Dicarbonyl-Verbindungen 
beschrieben (Matsumoto et al. 2006). Eine Detektion von Ark1c20 in der mesencephalen 
Primärzellkultur ist überraschend, da dieses Enzym nach Gewebe-expressionsanalysen bei 
Mäusen ausschließlich in der Leber gefunden wurde (Vergnes et al. 2003). Eine 
Herrunterreglierung von Ark1c20 könnte jedoch auf eine Inhibierung des Enzyms oder 
fehlendes Substrat hinweisen.  
Nach 24 h Behandlung mit Lisurid war die Expression von Transthyretin (Ttr) sowohl nach 
Arrayanalyse (2-fach) als auch nach qRT-PCR (7-fach) hochreguliert. Ttr ist ein 
Plasmaprotein, das in den Transport von Thyroidhormonen und Vitamin A im Blut und in der 
cerebrospinalen Flüssigkeit involviert ist. Im Gehirn wird Ttr vom Plexus chorioideus und 
Subkommissuralorgan produziert (Montecinos et al. 2005). Mutationen von Ttr sind mit 
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familiärer Amyloidpolyneuropathie und der Alzheimer Krankheit assoziiert (Nunes et al. 
2006). Durch eine erhöhte Biosynthese und Sekretion von Ttr konnte eine Verminderung der 
Aggregation des Amyloid-β-Proteins nachgewiesen werden, dessen Ablagerungen teilweise 
Ursache der Alzheimer Krankheit sind (Li et al. 2000). Des Weiteren wurden verringerte 
Gedächtnisleistungen mit einem geringeren Expressionsniveau von Ttr in Verbindung 
gebracht (Brouillette and Quirion 2007). Möglicherweise ist die Hochregulierung der 
Expression von Ttr ursächlich an den neuroprotektiven Effekten von Lisurid beteiligt.  
Der Transkriptionsfaktor NeuroD1 spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des 
zentralen Nervensystems und des pankreatischen Hormonsystems (Breslin et al. 2003). 
PC12 Zellen, die mit NeuroD1 transfiziert wurden, entwickelten Neuritenfortsätze und 
synaptische Strukturen (Noma et al. 1999). Außerdem konnte eine Aktivierung der 
Adenylatkinase 1 und Neurofilamentgenen durch NeuroD1 nachgewiesen werden. Durch 
Behandlung mit Lisurid wurde die Expression von NeuroD1 6,4-fach erhöht. Somit könnte 
NeuroD1 als proneurales Gen einen positiven Stimulus auf die Primärzellkultur ausüben. Die 
Expression eines weiteren Transkriptionsfaktors Tcf3 war nach Lisuridbehandlung 
hochreguliert. Tcf3 (Synonym E2a) reguliert die Entwicklung zu reifen B-Lymphocyten (Kee 
et al. 2000). Die Abwesenheit von Tcf3 kann eine verspätete Differenzierung von 
embryonalen Stammzellen zur Folge haben (Pereira et al. 2006). Das 
Thyroidhormonrezeptor-assoziierte Protein 3 (Thrap3; Trap150) gehört dem TRAP/Mediator-
Komplex an, der in der Lage ist an die RNA-Polymerase II zu binden und somit an der 
Regulierung der Transkription beteiligt ist (Ito et al. 2002). Eine Hochregulierung der 
Genexpression von Thrap3 durch Lisurid konnte nachgewiesen werden. 
Die Mitogen aktivierte Kinase Kinase Kinase 12 (Map3k12; Synonyme Zpk, Muk, Dlk) gehört 
zur Serin/Threonin Proteinkinasefamilie und wird überwiegend in neuralen Zellen exprimiert. 
Map3k12 gilt als Aktivator des JNK-Signalweges (C-Jun-N-terminale Kinase), der neben der 
Stressantwort auch bedeutend für die neurale Entwicklung und Differenzierung ist (Hirai et 
al. 2005). Der G-Protein gekoppelte Rezeptor 27 (Gpr27; Synonym Sreb1) ist bei 
Vertebraten evolutionär hochkonserviert und wird vorwiegend im zentralen Nervensystem 
exprimiert (Matsumoto et al. 2000). Aufgrund der hohen Konservierung werden essentielle 
Funktionen innerhalb des Nervensystems vermutet. Die Expression von Map3k12 und Gpr27 
war nach Behandlung mit Lisurid hochreguliert. Möglicherweise wird durch Lisurid die 
neurale Differenzierung aktiviert. 
Nach einem Behandlungszeitraum von 6 h mit dem DA Agonisten Lisurid waren vor allem 
Gene hochreguliert, die eine Rolle bei Transport, Proteinmetabolismus, Signaltransduktion 
und Transkription spielen. Von 153 hochregulierten Genen konnte 116 ein biologischer 
Prozess zugeordnet werden. Eine Herunterregulierung wurde vorwiegend für Gene 
beobachtet, die in die Proteinbiosynthese, Transport, Proteinmetabolismus und Zellzyklus 
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involviert sind (Abb.  3-47). Interessanterweise waren auch 10 Gene, die in der Stressantwort 
inbegriffen sind, geringer exprimiert (Tab.  7-4 im Anhang). Hier wäre noch eine Validierung 
interessanter Kandidatengene mittels qRT-PCR anzuschließen. Keines der validierten 
differentiell exprimierten Gene, wie NeuroD1, Ttr oder Map3k12 des 24 h Experimentes war 
nach 6 h reguliert. Hierfür könnte die kürzere Inkubationszeit verantwortlich sein. 
4.6. Genexpressionsanalyse nach Preinkubation mit Lisurid und 
 Behandlung mit Glutamat 
Untersuchungen in mesencephalen Neuronen zeigten, dass Dopamin D2-Agonisten einen 
Schutz gegen Glutamatneurotoxizität ausüben können (Sawada et al. 1998). Dabei wurde 
vermutet, dass die Neuroprotektion durch Synthese von radikalfangenden Proteinen und 
Inhibierung eines Dopamin-Turnovers ausgelöst wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
Protektion des DA Agonisten Lisurid gegen Glutamattoxizität untersucht. Durch die alleinige 
Behandlung mit Glutamat war die Expression von Genen, die bei biologischen Prozessen 
wie Transkription, Transport, Entwicklung und Signaltransduktion eine Rolle spielen sowohl 
hoch- als auch herrunterreguliert. Gene des Metabolismus von reaktiven Sauerstoffspezies 
und der DNA-Reparatur waren höher exprimiert, während Gene des Zellzyklus, Zelladhäsion 
und DNA-Replikation herrunterreguliert waren (Abb.  3-48). Es wurde gezeigt, dass 
Glutamattoxizität zu mitochondrialer Dysfunktion durch Inhibierung der Cytochrom C 
Oxidase, Succinat-Cytochrom C Reduktase und Verringerung des ATP-Gehalts in 
neuronaler Primärzellkultur von Ratten führen kann (Almeida et al. 1998). Nach Behandlung 
mit Glutamat konnte eine Herunterregulierung der mitochondrialen ATP Synthase (Atp5o) 
nachgewiesen werden, was möglicherweise eine Folge der Inhibierung der Atmungskette 
sein könnte (Tab.  7-6 im Anhang). Ein weiterer neurotoxischer Mechanismus durch Glutamat 
ist die Auslösung von oxidativem Stress (Herrera et al. 2001b). Interessanterweise war die 
Expression von Sulfiredoxin 1 (Srx1) nach Glutamatbehandlung erhöht. Srxn1 wurde als 
antioxidatives Protein identifiziert, indem es innerhalb des Glutathion-Stoffwechsels agiert 
(Findlay et al. 2005). Des Weiteren wurde eine protektive Wirkung der Hämoxygenase 1 
(Hmox1) gegen glutamaterge Toxizität mit Hilfe einer neuronalen Primärzellkultur von 
Hmox1-Knockout-Mäusen festgestellt (Ahmad et al. 2006). Ein solcher Mechanismus könnte 
in der hier verwendeten Primärzellkultur stattgefunden haben, da die Expression von Hmox1 
nach Behandlung mit Glutamat hochreguliert war (Tab.  7-5 im Anhang).  
Die Änderungen der Genexpression nach Preinkubation mit Lisurid und anschließender 
Glutamatbehandlung und Behandlung mit Glutamat allein überschnitten sich weitestgehend 
(Abb.  3-48 und Abb.  3-49). Es konnten kaum Gene als reguliert identifiziert werden, die auf 
die Preinkubation mit Lisurid zurückzuführen waren. Interessanterweise wurde wie schon 
nach der 24 h Inkubation alleinig mit Lisurid die Expression von Thrap3 als hochreguliert 
detektiert (Tab.  7-7 im Anhang). Das Thyroidhormon rezeptorbindende Protein 3 spielt eine 
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Rolle bei der Transkription. Welchen Effekt die Hochregulierung von Thrap3 innerhalb der 
mesencephalen Primärzellkultur hat, bedarf weiterer Untersuchungen. Die hochregulierte 
Expression des proneuralen Transkriptionsfaktors Sox4 konnte ebenfalls spezifisch nur nach 
Preinkubation mit Lisurid nachgewiesen werden. Sox4 spielt eine zentrale regulative Rolle 
während der neuronalen Reifung und Entwicklung von neuronalen Eigenschaften (Bergsland 
et al. 2006). Eine zusätzliche Neusynthese von radikalfangenden Proteinen wie von Sawada 
et al. (1998) vermutet ist nicht auszuschließen, konnte jedoch anhand der Microarray-Daten 
auf Genebene nicht gefunden werden. 
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5. Zusammenfassung 
β-Carboline sind heterozyklische Indolalkaloide, die ubiquitär in unserer Umwelt und 
Nahrung vorkommen, aber auch endogen aus Tryptophan gebildet werden können. 
Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft bestimmter β-Carboline zu dem dopaminergen 
Neurotoxin MPP+ wird ein möglicher Beitrag zur Pathogenese der Parkinson-Krankheit 
diskutiert. MPP+ ist seit langem für seine selektive Toxizität gegenüber dopaminergen 
Neuronen und das Auslösen von Parkinsonsymptomen bekannt. Insbesondere 2,9-DiMe-BC 
wurde in erhöhter Konzentration in der lumbalen cerebrospinalen Flüssigkeit von 
Parkinsonpatienten detektiert, jedoch nicht in Kontrollprobanden. Eine Inhibierung von 
Komplex I der mitochondrialen Atmungskette und eine selektive Toxizität auf DA Neurone 
konnten nachgewiesen werden. Die genauen Mechanismen des Zelltodes bleiben jedoch 
ungeklärt.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Mechanismen des Zelltodes, ausgelöst durch 2,9-
DiMe-BC, in dopaminergen Primärzellkulturen des Mesencephalons von C57Bl/6-Mäusen 
untersucht. Drei weitere BC 2-Me-BC, 9-Me-BC und 1,9-DiMe-BC standen für 
Untersuchungen zur Verfügung. In ersten Experimenten wies 9-Me-BC und 1,9-DiMe-BC 
keine Toxizität gegenüber DA Neuronen auf. Aufgrund der höheren Toxizität von 2,9-DiMe-
BC verglichen mit 2-Me-BC wurden nachfolgende Experimente mit dem zweifach 
methylierten BC durchgeführt. Durch die Behandlung mit 2,9-DiMe-BC konnte ein höherer 
Verlust der DA Neurone gegenüber anderen neuralen Zellen festgestellt werden. Eine 
selektive Aufnahme über den Dopamintransporter und damit verbundene Schädigung der 
DA Neurone, wie bei MPP+, konnte nicht nachgewiesen werden. Für 2,9-DiMe-BC wurde 
eine LC50 der DA Neurone von 14,1 µM und für MPP+ von 4,4 µM bestimmt. 2,9-DiMe-BC 
verursachte in der Gesamtkultur eine erhöhte Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies 
und eine gesteigerte Laktatproduktion. In diesem Zusammenhang kann eine Hemmung von 
Komplex I der Atmungskette vermutet werden. Des Weiteren konnte eine Verringerung des 
mitochondrialen Membranpotentials und des ATP-Gehaltes gemessen werden. Eine 
Aktivierung des apoptotischen Zelltodes wurde mit einer erhöhten Aktivität von Caspase-3 
nachgewiesen. Durch die Behandlung mit 2,9-DiMe-BC wurde in der Primärzellkultur jedoch 
auch in erhöhtem Maß Nekrose ausgelöst. Dabei wurde eine höhere Sensitivität von 
jüngeren Kulturen (8. DIV) gegenüber älteren (10. DIV) festgestellt. Genexpressionsanalysen 
konnten das Auslösen von oxidativem Stress und Apoptose durch 2,9-DiMe-BC bestätigen, 
da mehrere Gene dieser Prozesse hochreguliert wurden. Des Weiteren wurden Gene 
reguliert, die im Zusammenhang mit der Hitzeschock-Antwort, Entzündungsprozessen, DNA-
Schädigung und Reparatur, Zellalterung und Proliferation stehen.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass 2,9-DiMe-BC die Mitochondrienaktivität hemmt, 
sowohl nekrotische als auch apoptotische Prozesse in der dopaminergen mesencephalen 
Primärzellkultur auslöst und die Entstehung von oxidativem Stress eine zentrale Rolle spielt. 
 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Untersuchung von unerwarteten 
neuroprotektiven Effekten von 9-Me-BC in der Primärzellkultur. Durch die Behandlung mit 9-
Me-BC verringerte sich die LDH-Freisetzung und reduzierte sich die Anzahl der nekrotischen 
Zellen um 50 %. Nach 24 h konnte eine verminderte Caspase 3-Aktivität gemessen werden, 
die allerdings nach 48 h im Vergleich zur Kontrolle wieder zunahm. Hier wären längerfristige 
Untersuchungen zur Klärung dieser Frage anzuschließen. Des Weiteren erhöhte sich der 
intrazelluläre ATP-Gehalt. Möglicherweise fand eine energieabhängige Verschiebung von 
Nekrose zu Apoptose statt. Genexpressionsanalysen zeigten, dass verschiedene Gene von 
inflammatorischen und apoptotischen Signaltransduktionswegen herrunterreguliert wurden. 
Überraschenderweise erhöhte sich nach der Behandlung mit 9-Me-BC die Anzahl DA 
Neurone konzentrationsabhängig um bis zu 20 %. Diese Beobachtung ist neu und wurde 
über noch kein anderes BC berichtet. Der Effekt wurde durch die Inhibierung des DAT 
aufgehoben und lässt eine DAT-abhängige Aufnahme von 9-Me-BC vermuten. Die 
signifikante Erhöhung der Anzahl beschränkte sich nur auf DA Neurone, während sich der 
Gesamtanteil der Neurone nur geringfügig erhöhte und die übrigen Zellen unbeeinflusst 
blieben. Zusätzlich wurden ein erhöhter intrazellulärer DA-Gehalt und eine gesteigerte 
Aufnahme von [3H]DA um 20 % nachgewiesen. Die [3H]DA-Aufnahme und morphologische 
Untersuchungen zeigten funktionale und reife DA Neurone, es wurde aber auch die Theorie 
der Neuentstehung durch mögliche Differenzierungsprozesse untersucht. Interessanterweise 
wurde die Genexpression von einem breiten Spektrum neurotropher Faktoren (Shh, Wnt1, 
Wnt5a) und Transkriptionsfaktoren (En1, Nurr1, Pitx3), die für die Differenzierung und 
Entwicklung DA Neurone entscheidend sind, durch die Behandlung mit 9-Me-BC 
hochreguliert. Zusätzlich erhöhte sich die Expression der DA Markergene Aldh1a1, Dat und 
Th. Dabei war die Hochregulierung der Genexpression bei allen Faktoren bis auf Shh und 
Wnt1 von der Anwesenheit des BC abhängig. Ein weiterer Aspekt, der auf eine 
Differenzierung hindeuten könnte, war die verringerte Anzahl mitotischer BrdU-positiver 
Zellen. Das Erscheinen DA Neurone könnte also auf Differenzierung und Entwicklung von 
undifferenzierten Zellen oder Vorläuferzellen beruhen. Jedoch wäre auch eine Induktion der 
TH von vorher TH-negativen Zellen denkbar. Eine weitere Erklärung könnte das 
Vorherrschen eines dynamischen Gleichgewichts von Absterben und Neuentstehung DA 
Neurone innerhalb der Primärzellkultur sein und der Absterbeprozess durch protektive 
Effekte von 9-Me-BC unterbunden wurde. Zukünftige Experimente sollten zu einer weiteren 
Aufklärung, der diesem Phänomen zu Grunde liegendenen Mechanismen beitragen. Auch 
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durch die Behandlung mit dem Harman 1,9-DiMe-BC erhöhte sich die Anzahl der DA 
Neurone konzentrationsabhängig, jedoch erwies sich im Vergleich zu 9-Me-BC nur eine 
Konzentration von 50 µM als signifikant. 
 
Innerhalb dieser Arbeit wurden auf Genexpressionsebene mit Hilfe von Microarrays und 
qRT-PCR mögliche neuroprotektive Effekte des Dopaminagonisten Lisurid im gleichen 
Zellkulturmodell untersucht. Lisurid gehört zur Substanzklasse der Ergotalkaloide und wird 
zur Behandlung der Parkinson-Krankheit eingesetzt. Bei Voruntersuchungen in der DA 
mesencephalen Primärzellkultur wies Lisurid eine protektive Wirkung für DA Neurone gegen 
Glutamattoxizität auf. Durch qRT-PCR konnten nur 50 % der ausgewählten Gene der 
Microarraydaten validiert werden. Nach 24 h Behandlung mit Lisurid wurde die 
Genexpression von dem Transportprotein Transthyretin (Ttr) hochreguliert, dessen erhöhte 
Biosynthese und Sekretion interessanterweise mit einer Verminderung der Aggregation des 
Amyloid-β-Proteins assoziiert wird. Die Genexpression der Aldoketoreduktase 1c20 
(Ark1c20) wurde um 50 % herrunterreguliert. Die Bedeutung dieses Ergebnisses bedarf 
weiterer Abklärung, da eine gewebspezifische Expression bisher nur für die Leber gefunden 
wurde. Das Thyroidhormonrezeptorbindende Protein 3 (Thrap3), die Mitogen aktivierte 
Kinase Kinase Kinase 12 (Map3k12) und der G-Protein gekoppelte Rezeptor 27 (Gpr27) 
waren in ihrer Genexpression hochreguliert. Ein Einfluss von Lisurid auf 
Signaltransduktionswege konnte somit nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde durch 
Lisurid die Expression der Transkriptionsfaktoren NeuroD1 und Tcf3 hochreguliert, die in 
Differenzierungsprozesse involviert sind. NeuroD1 gilt dabei als proneurales Gen und ist 
somit möglicherweise an Vorgängen der Neuroprotektion beteiligt. Keines der validierten 
differentiell exprimierten Gene des 24 h Experimentes war nach einem Behandlungszeitraum 
von 6 h reguliert. Die Änderungen der Genexpression nach Preinkubation mit Lisurid und 
anschließender Glutamatbehandlung und Behandlung mit Glutamat allein überschnitten sich 
weitestgehend. Demnach war vor allem die Glutamatbehandlung für die differentielle 
Genexpression verantwortlich. Eine zusätzliche Neusynthese von radikalfangenden 
Proteinen durch Preinkubation mit Lisurid konnte auf Genebene nicht gefunden werden. Es 
ist jedoch nicht auszuschließen, da eine Regulation auf post-transkriptioneller Ebene möglich 
ist. 
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7. Anhang 
Ergebnisse der Genexpressionsanalysen mit dem GeneChip® 
Mouse Expression Array 430A  
Tab.  7-1 Hochregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 24 h Behandlung 
mit 0,1 µM Lisurid.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 














1417552_at Fap fibroblast activation 
protein 
integral to membrane /// 
membrane 
1,4 
1418690_at Ptprz1 Protein tyrosine 
phosphatase, receptor 
type Z, polypeptide 1 
extracellular matrix 
(sensu Metazoa) /// 
extracellular space /// 
integral to membrane /// 
plasma membrane 
1,4 
1419273_at C80913 expressed sequence 
C80913 prefoldin complex 
1,4 
1422621_at Ranbp2 RAN binding protein 2 
--- 
1,4 
1424270_at Dcamkl1 Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 
kinase-like 1 --- 
1,7 
1431328_at Ppp1cb 
protein phosphatase 1, 




protein phosphatase 1, 






(Ptp4a2), mRNA membrane 
1,8 
1438092_x_at H2afz  
H2A histone family, 
member Z  
nucleosome /// Barr body 




protein kinase kinase 
kinase 12 
membrane /// cytosol /// 






capping protein (actin 
filament) muscle Z-
line, alpha 1 
F-actin capping protein 
complex 
1,4 





1438977_x_at Ran RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 
/// nuclear pore /// nucleus 
1,5 
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1451289_at Dcamkl1 Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 
kinase-like 1 --- 
1,4 
1455938_x_at Rad21 RAD21 homolog (S. 
pombe) 
intracellular /// nuclear 












hydroxylase, epsilon mitochondrion 
1,7 
1455913_x_at Ttr transthyretin extracellular space 1,6 




1416301_a_at Ebf1 early B-cell factor 1 nucleus /// nucleus 1,5 
1419271_at Pax6 paired box gene 6 
nucleus /// transcription 
factor complex /// nucleus 
1,4 
1419642_at Purb 
Purine rich element 
binding protein B 





purine rich element 
binding protein A /// 
RIKEN cDNA 
6330411E07 gene 











zinc finger protein 71, 
related sequence 1 /// 
RIKEN cDNA 











nucleus /// nucleus /// 
nucleus 
1,6 
1427680_a_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,4 
1434148_at Tcf4 transcription factor 4 




inhibitor of DNA 
binding 2 




far upstream element 
(FUSE) binding protein 
1 nucleus /// cytoplasm 
1,9 
1438244_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,4 
1438714_at Zfp207 
Zinc finger protein 207, 
mRNA (cDNA clone 
MGC:5714 




acetyltransferase 2 nucleus 
2,1 
1448288_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,4 
1449089_at Nrip1 
nuclear receptor 
interacting protein 1 
nucleus /// histone 




syndrome I (human) nucleus 
1,5 






mediator complex /// 
mediator complex 
2,5 
1454831_at Foxn2 forkhead box N2 
nucleus /// transcription 
factor complex 
1,7 
1455077_a_at Morf4l1  mortality factor 4 like 1 
nucleus /// chromatin 









purine rich element 
binding protein A /// 
RIKEN cDNA 
6330411E07 gene 
nucleus /// cytoplasm /// 
nucleus 
1,5 
1427680_a_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,5 
1433718_a_at Cbx1 
chromobox homolog 1 
(Drosophila HP1 beta) 
chromosome, pericentric 
region /// chromatin /// 
nucleus /// nucleoplasm 
/// polytene chromosome 





reductase M2 --- 
1,4 
1438092_x_at H2afz  
H2A histone family, 
member Z  
nucleosome /// nucleus /// 
Barr body /// nucleosome  
1,5 
1438244_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,9 
1438908_at Map3k12 
mitogen activated 
protein kinase kinase 
kinase 12 
membrane /// cytosol /// 







acetyltransferase 2 nucleus 
1,6 
1448288_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,4 
1455077_a_at Morf4l1  mortality factor 4 like 1 
nucleus /// chromatin 
remodeling complex  
1,4 
1455938_x_at Rad21 
RAD21 homolog (S. 
pombe) 
nuclear chromosome /// 













RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 
/// nuclear pore /// nucleus 
1,5 
1415933_a_at Cox5a 









synapse /// synapse /// 
synaptic vesicle /// 
membrane 
1,4 
1422621_at Ranbp2 RAN binding protein 2 nucleus 1,4 
1424607_a_at Xdh  
xanthine 
dehydrogenase  --- 
1,5 
1436989_s_at Slc12a6 
solute carrier family 
12, member 6 
integral to membrane /// 
basolateral plasma 
membrane axon /// 
integral to membrane 
2,1 
  Anhang 
-147- 
1437543_at Fubp1 
far upstream element 
(FUSE) binding protein 
1 nucleus /// cytoplasm 
1,9 
1438118_x_at Vim vimentin 
intermediate filament /// 
type III intermediate 




testis expressed gene 
10 extracellular space 
1,4 




synapse /// synapse /// 
synaptic vesicle /// 
membrane 
1,4 
1455913_x_at Ttr transthyretin extracellular space 1,6 
1456292_a_at Vim vimentin 
intermediate filament /// 
type III intermediate 




RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 





1419513_a_at Ect2 ect2 oncogene intracellular 1,5 
1426817_at Mki67 




region /// condensed 
chromosome /// 




protein phosphatase 1, 




protein phosphatase 1, 




solute carrier family 
12, member 6 
membrane /// integral to 
membrane /// basolateral 
plasma membrane /// 
apical plasma membrane 
/// axon  
2,1 
1455938_x_at Rad21 
RAD21 homolog (S. 
pombe) 
nuclear chromosome /// 




RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 
/// nuclear pore /// nucleus 
1,5 
1437995_x_at 7-Sep septin 7 synaptosome 1,6 
1438977_x_at Ran 
RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 













type Z, polypeptide 1 
extracellular matrix 
(sensu Metazoa) /// 





cytomatrix protein) synapse 
1,4 
  Anhang 
-148- 





transcript variant 1, 
mRNA 
intracellular /// cytoplasm 
/// cytoskeleton /// cell-cell 












receptor, A9 integral to membrane 
2,2 
1424270_at Dcamkl1 
Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 









RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 








RAN, member RAS 
oncogene family 
chromatin /// intracellular 




2, regulatory subunit B 
(B56), epsilon isoform 
cytoplasm /// protein 




Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 









1416301_a_at Ebf1 early B-cell factor 1 nucleus 1,5 








type Z, polypeptide 1 
extracellular matrix 
(sensu Metazoa) /// 
extracellular space /// 
integral to membrane ///  
1,4 
1419271_at Pax6 paired box gene 6 







transcript variant 1, 
mRNA 
intracellular /// cytoplasm 
/// cytoskeleton /// cell-cell 










6330411E07 gene /// 
purine rich element 
binding protein A cytoplasm /// nucleus 
1,5 
1423477_at Zic1 
zinc finger protein of 
the cerebellum 1 nucleus 
1,5 
1424270_at Dcamkl1 
Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 
kinase-like 1 --- 
1,7 
















interacting protein 1 




G-rich RNA sequence 
binding factor 1 --- 
1,5 
1427262_at Xist 
inactive X specific 
transcripts chromosome 
2,3 
1438244_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,9 
1427680_a_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,5 
1434148_at Tcf4 Transcription factor 4 nucleus 1,5 
1435176_a_at Idb2 
inhibitor of DNA 
binding 2 cytoplasm /// nucleus 
1,5 
1436936_s_at Xist 
inactive X specific 
transcripts chromosome 
1,4 
1448288_at Nfib nuclear factor I/B intracellular /// nucleus 1,4 
1451289_at Dcamkl1 
Double cortin and 
calcium/calmodulin-
dependent protein 
kinase-like 1 --- 
1,4 
1455077_a_at Morf4l1 mortality factor 4 like 1 
chromatin remodeling 





1422061_at Akr1c20 aldo-keto reductase 





1422160_at H2-T24 histocompatibility 2, T 
region locus 24 










mRNA Metabolismus/ Reifung 
 
1456664_x_at Hnrpf heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein F 
nucleus  1,6 
1451065_a_at Ddx39 DEAD (Asp-Glu-Ala-




  Anhang 
-150- 
Tab.  7-2 Herunterregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 24 h 
Behandlung mit 0,1 µM Lisurid.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 
von Affymetrix, Gensymbol, Genname, zellulärer Bestandteil und die Expressionänderung zur 
Kontrolle angeben. 










nucleus /// histone 
methyltransferase 
complex /// nucleus 0,7 
1416365_at Hspcb 
heat shock protein 1, 





extracellular space /// 
membrane fraction /// 
plasma membrane /// 
integral to membrane ///  0,7 
1416965_at Pcsk1n 
proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 1 
inhibitor 
extracellular space /// 
Golgi trans face /// 
secretory granule 0,7 
1418181_at Ptp4a3 
protein tyrosine 
phosphatase 4a3 membrane 0,7 
1419451_at Fzr1 
fizzy/cell division cycle 
20 related 1 
(Drosophila) --- 0,7 
1433496_at Glt25d1 
glycosyltransferase 25 
domain containing 1 --- 0,5 
1435105_at 1110061N23Rik 
RIKEN cDNA 
1110061N23 gene ubiquitin ligase complex 0,7 
1451153_a_at Cyhr1 
cysteine and histidine 
rich 1 
nuclear membrane /// 
cytoplasm /// ubiquitin 
ligase complex /// nucleus 0,7 
1451290_at Map1lc3a 
microtubule-associated 
protein 1 light chain 3 
alpha 
microtubule /// membrane 
/// cytoplasm /// 
autophagic vacuole /// 





1416900_s_at Gdf1 /// Lass1 
growth differentiation 
factor 1 /// longevity 
assurance homolog 1 
(S. cerevisiae) 
extracellular region /// 
extracellular space /// 
endoplasmic reticulum /// 






) decarboxylase --- 
 
0,6 
1418773_at Fads3 fatty acid desaturase 3 membrane 0,7 
1421606_a_at Sult4a1 
sulfotransferase family 
















  Anhang 
-151- 
 





nucleus /// histone 
methyltransferase 
complex /// nucleus 
0,7 
1428354_at Foxk2 forkhead box K2 nucleus 0,7 
1451098_at Pcoln3 
procollagen (type III) 
N-endopeptidase 
nucleus /// membrane /// 
condensed nuclear 
chromosome /// early 
endosome /// microtubule 
organizing center /// 











1422635_at Ache acetylcholinesterase 
extracellular space /// 















solute carrier family 7 
(cationic amino acid 
transporter, y+ 
system), member 5 






solute carrier family 2 
(facilitated glucose 
transporter), member 3
extracellular space /// 







cytoplasm /// Golgi 
apparatus /// Golgi stack 




protein phosphatase 1, 
regulatory (inhibitor) 
























1448541_at Kns2 kinesin 2 
kinesin complex /// 
microtubule /// axon /// 
cytoplasmic vesicle /// 





procollagen (type III) 
N-endopeptidase 
nucleus /// membrane /// 
condensed nuclear 
chromosome /// early 
endosome /// microtubule 
organizing center /// 















nucleus /// histone 
methyltransferase 
complex /// nucleus 
0,7 
1417643_at Tsga2 testis specific gene A2 --- 0,6 
1419451_at Fzr1 
fizzy/cell division cycle 





cell growth regulator 





protein, RP/EB family, 




procollagen (type III) 
N-endopeptidase 
nucleus /// membrane /// 
condensed nuclear 
chromosome /// early 
endosome /// microtubule 
organizing center /// 









growth factor B 











extracellular space /// 
membrane fraction /// 
plasma membrane /// 






neurotrophic factor extracellular space ///  
 
0,6 
1419127_at Npy neuropeptide Y 
















extracellular space /// 








cytoplasm /// Golgi 
apparatus /// Golgi stack 







extracellular space /// 

















1451987_at Arrb2 arrestin, beta 2 intracellular /// nucleus 0,7 
Entwicklung 
1423967_at Palm paralemmin 
cytoplasm /// plasma 





factor 5 peroxisome 
 
0,7 
1431530_a_at Tspan5 tetraspanin 5 integral to membrane  0,7 
  Anhang 
-153- 
1432344_a_at Aplp2 
amyloid beta (A4) 
precursor-like protein 2
extracellular space /// 






growth factor B 













































1421063_s_at Snrpn /// Snurf 
small nuclear 
ribonucleoprotein N /// 
SNRPN upstream 
reading frame 
nucleus /// spliceosome 









  Anhang 
-154- 
Tab.  7-3 Hochregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 6 h Behandlung 
mit 0,1 µM Lisurid.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 






















integral to  2,9 
1417651_at Cyp2c29 
cytochrome P450, family 2, 







chloride channel calcium 
activated 1 
integral to plasma 
membrane  8,2 
1418610_at Slc17a6 




synaptic vesicle /// 
membrane /// 
integral to 
membrane  2,9 
1420563_at Gria3 
glutamate receptor, ionotropic, 













secretory granule  18,5 
1423995_at Kif1b kinesin family member 1B 
mitochondrion /// 
kinesin complex /// 
microtubule 
associated complex  3,0 
1424856_at Atp1a3 
ATPase, Na+/K+ transporting, 




/// membrane /// 
sodium:potassium-
exchanging 
ATPase complex 3,2 
1425227_a_at Atp6v0a1 
ATPase, H+ transporting, 








solute carrier family 12, 
member 5 
integral to 




sodium channel, voltage-gated, 




membrane fraction  2,9 




fusion protein attachment 
protein beta 
endoplasmic 
reticulum /// Golgi 
apparatus 3,3 
1427884_at Col3a1 procollagen, type III, alpha 1 
extracellular matrix 
(sensu Metazoa) /// 
collagen /// 
cytoplasm 3,2 
1439040_at Cenpe centromere protein E 
chromosome, 
pericentric region /// 
kinetochore /// 
microtubule ///  3,7 
1448792_a_at Cyp2f2 
cytochrome P450, family 2, 






1449042_at Ctcf CCCTC-binding factor nucleus ///  4,8 
1449262_s_at Lin7c lin-7 homolog C (C. elegans) 
tight junction /// 
membrane /// 






/// membrane /// 
integral to 
membrane  3,3 
1450073_at Kif3b kinesin family member 3B 
kinesin complex /// 
microtubule 
associated complex 2,9 
1450247_a_at Scamp5 
secretory carrier membrane 
protein 5 
synaptic vesicle /// 
membrane /// 
integral to 
membrane  2,9 
1450804_at Kif5c kinesin family member 5C 
cytoplasm /// 
kinesin complex /// 
/// neuron projection 3,4 
1451762_a_at Kif1b kinesin family member 1B 
mitochondrion /// 
kinesin complex /// 
microtubule 
associated complex  3,3 
1452444_at Napb 
N-ethylmaleimide sensitive 
fusion protein attachment 
protein beta 
endoplasmic 
reticulum /// Golgi 
apparatus 3,6 
1460650_at Atp6v0a1 
ATPase, H+ transporting, 













kinase 3 --- 3,6 
1418132_a_at D7Wsu128e 
DNA segment, Chr 7, Wayne 
State University 128, 
expressed --- 3,1 
1420837_at Ntrk2 
neurotrophic tyrosine kinase, 
receptor, type 2 




  Anhang 
-156- 
1421508_at Odz1 
odd Oz/ten-m homolog 1 
(Drosophila) 
integral to plasma 
membrane  3,1 
1424658_at Taok1 TAO kinase 1 --- 3,0 
1425279_at Pdik1l 
PDLIM1 interacting kinase 1 
like nucleus 3,3 
1427037_at Eif4g1 
eukaryotic translation initiation 
factor 4, gamma 1 cytoplasm 4,8 
1427414_at Prkar2a 
protein kinase, cAMP 







protein tyrosine phosphatase, 







peptidyl-prolyl isomerase G 
(cyclophilin G) --- 3,0 
1436746_at Wnk1 
WNK lysine deficient protein 
kinase 1 
soluble fraction /// 
vesicular fraction /// 
cytoplasm 3,4 
1448794_s_at Dnajc2 
DnaJ (Hsp40) homolog, 
subfamily C, member 2 nucleus 3,2 
1449895_at Acr preproacrosin 
acrosome /// 
extracellular space 3,3 
1460498_a_at Dnajc5 
DnaJ (Hsp40) homolog, 




retinol dehydrogenase 14 (all-
trans and 9-cis) --- 2,9 
1439083_at Ahi1 Abelson helper integration site --- 2,8 
1425050_at Isoc1 
isochorismatase domain 





guanine nucleotide binding 
protein (G protein), gamma 2 
subunit 
heterotrimeric G-
protein complex /// 
membrane  3,2 
1418826_at Ms4a6b 
membrane-spanning 4-




membrane  3,0 
1421146_at Rapgef1 
Rap guanine nucleotide 
exchange factor (GEF) 1 intracellular 3,0 
1422389_at Tas2r105 





1423184_at Itsn2 intersectin 2 intracellular 4,8 
1427522_at Arhgap20 
Rho GTPase activating protein 
20 --- 3,4 
1431326_a_at Tmod2 tropomodulin 2 cytoskeleton 4,3 
1434946_at C330021A05Rik 
RIKEN cDNA C330021A05 








nucleus /// cytosol 4,0 




  Anhang 
-157- 
1439042_at Adcyap1r1 
adenylate cyclase activating 
polypeptide 1 receptor 1 
extracellular space 
/// membrane /// 
integral to 
membrane  3,2 
1451709_at Oprm1 opioid receptor, mu 1 
membrane fraction 
/// membrane /// 
integral to 
membrane  3,3 
1451737_at Pik3r1 
phosphatidylinositol 3-kinase, 
regulatory subunit, polypeptide 
1 (p85 alpha) 
phosphoinositide 3-
kinase complex, 
class IA /// 
cytoplasm /// 
cytosol /// 








nucleus /// cytosol 2,8 
1437082_at Akap9 
A kinase (PRKA) anchor 
protein (yotiao) 9 
pericentriolar 
material /// 












SRY-box containing gene 4 /// 




transcription factor  4,8 
1420985_at Ash1l 
ash1 (absent, small, or 
homeotic)-like (Drosophila) nucleus 3,1 
1422048_at Trpc5 
transient receptor potential 
cation channel, subfamily C, 
member 5 
intracellular /// 
ribosome ///  3,3 
1422331_at Pou3f3 
POU domain, class 3, 




1423066_at Dnmt3a DNA methyltransferase 3A 
nucleus /// nuclear 
heterochromatin /// 
cytoplasm /// 
euchromatin ///  23,9 
1425229_a_at Tcf7l2 
transcription factor 7-like 2, T-
cell specific, HMG-box 
nucleus /// 
transcription factor 
complex  3,7 
1425443_at Tcfap2d transcription factor AP-2, delta 
transcription factor 
complex /// nucleus 4,8 
1426639_a_at Tcf7l2 
transcription factor 7-like 2, T-
cell specific, HMG-box 
nucleus /// 
transcription factor 








1427254_at Zfp445 zinc finger protein 445 
intracellular /// 
nucleus 3,2 
1431030_a_at Rnf14 ring finger protein 14 
nucleus /// nucleus 
/// cytoplasm 3,5 
1434736_at Hlf hepatic leukemia factor 
nucleus  
 2,9 
  Anhang 
-158- 
1455831_at Fus 



















1420472_at Mtpn myotrophin --- 2,8 
1420924_at Timp2 
tissue inhibitor of 
metalloproteinase 2 
extracellular matrix 




/// cell surface 2,8 
1422313_a_at Igfbp5 
insulin-like growth factor 







glial cell line derived 
neurotrophic factor family 
receptor alpha 2 
extracellular space 
/// membrane 3,5 
1427262_at Xist inactive X specific transcripts chromosome 4,2 
1448974_at Dcx doublecortin 
cytoskeleton /// 
microtubule 






associated complex  12,0 
1450906_at Plxnc1 plexin C1 
extracellular space 
/// membrane /// 
integral to 
membrane  3,3 
1451888_a_at Odz4 
odd Oz/ten-m homolog 4 
(Drosophila) --- 2,8 
1452391_at Cxadr 
coxsackievirus and adenovirus 
receptor 
tight junction /// 
membrane /// 
integral to 
membrane  2,9 
1452524_a_at Elavl3 
ELAV (embryonic lethal, 
abnormal vision, Drosophila)-




1421216_a_at Ids iduronate 2-sulfatase 
extracellular space 





phosphatase  3,2 
  Anhang 
-159- 
1424442_a_at Pja2 
praja 2, RING-H2 motif 
containing --- 3,4 
1425206_a_at Ube3a Ubiquitin protein ligase E3A 
intracellular /// 
nucleus /// cytosol  3,1 
1431030_a_at Rnf14 ring finger protein 14 
nucleus 
///cytoplasm 3,5 
1450457_at Cbl Casitas B-lineage lymphoma nucleus 3,1 



























membrane ///  3,1 
1429239_a_at Stard4 
StAR-related lipid transfer 





















complex  3,9 
1451959_a_at Vegfa 
vascular endothelial growth 
factor A 
extracellular space 
/// cytoplasm /// 
membrane 3,1 
1454791_a_at Rbbp4 
retinoblastoma binding protein 
4 










membrane ///  4,0 
1425663_at Il1rn 
interleukin 1 receptor 
antagonist 
extracellular region 
/// integral to 
plasma membrane 2,9 
1449326_x_at Saa2 serum amyloid A 2 extracellular region 2,9 
1453612_at Nek1 
NIMA (never in mitosis gene 
a)-related expressed kinase 1 
nucleus /// 










heterochromatin  5,9 








repair complex /// 
nucleus /// nucleus 3,2 
1450051_at Atrx 
alpha thalassemia/mental 










transformation related protein 
53 inducible nuclear protein 1 
nucleus /// 




protein, gamma polypeptide cytoplasm 18,5 
 
Cofaktor - Metabolismus 
 







RIKEN cDNA 2610507B11 







SMC6 structural maintenance 
of chromosomes 6-like 1 








reticulum /// cell 
surface 2,9 
 
  Anhang 
-161- 
Tab.  7-4 Herunterregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 6 h 
Behandlung mit 0,1 µM Lisurid.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 
















1415716_a_at Rps27 ribosomal protein S27 
intracellular /// ribosome /// 
cytosolic small ribosomal 
subunit (sensu Eukaryota) 
/// ribonucleoprotein  -2,2 
1415912_a_at Rps13  ribosomal protein S13 ///  
intracellular /// ribosome /// 
cytosolic small ribosomal 
subunit (sensu Eukaryota) 
/// ribonucleoprotein  -2,2 
1416026_a_at Rpl12 ribosomal protein L12 
intracellular /// nucleus /// 
nucleolus /// cytoplasm /// 
cytosolic ribosome (sensu 
Eukaryota)  -2,1 
1416088_a_at Rps15 ribosomal protein S15 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
small ribosomal subunit ///  -2,2 
1416243_a_at Rpl35 ribosomal protein L35 
intracellular /// ribosome /// 
intracellular /// ribosome -2,2 
1416519_at LOC622534 
similar to ribosomal protein 
L36 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,4 
1416520_x_at LOC622534 
similar to ribosomal protein 
L36 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,4 
1416603_at Rpl22  
ribosomal protein L22 /// 
similar to 60S ribosomal 
protein L22 (Heparin-
binding protein HBp15)  
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex 
///  -2,1 
1417608_a_at Rpl13a ribosomal protein L13a 
intracellular /// ribosome /// 
large ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein complex -2,1 
1423254_x_at Rps27l ribosomal protein S27-like 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex 
/// intracellular /// ribosome -2,0 
1423855_x_at Rpl17 ribosomal protein L17 
intracellular /// ribosome /// 
large ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein integral 




mitochondrial ribosome /// 
intracellular /// ribosome -2,2 
1429077_x_at Rpl21  
ribosomal protein L21 /// 
similar to 60S ribosomal 
protein L21  
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,0 
1433549_x_at Rps21 ribosomal protein S21 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein  -2,5 
1433688_x_at Rpl14 ribosomal protein L14 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein  -2,2 
  Anhang 
-162- 
1433721_x_at Rps21 ribosomal protein S21 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein  -2,0 
1434231_x_at Rpl35 ribosomal protein L35 intracellular /// ribosome ///  -2,1 
1434624_x_at Rps9 ribosomal protein S9 
intracellular /// ribosome /// 
cytosolic small ribosomal 
subunit (sensu Eukaryota) 




ribosomal protein L37 /// 
similar to ribosomal protein 
L37 
intracellular /// ribosome /// 
cytosolic large ribosomal 
subunit (sensu Eukaryota)  -2,2 
1435151_a_at Rps3 ribosomal protein S3 
intracellular /// cytoplasm 
/// ribosome /// small 
ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein complex  -2,1 
1435429_x_at Rps27l ribosomal protein S27-like 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex 
///  -2,3 
1435803_a_at Eif4e2 
eukaryotic translation 
initiation factor 4E member 




ribosomal protein L13a /// 
zinc finger protein 526 
intracellular /// ribosome /// 
large ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein complex 
/// nucleus -2,5 
1436046_x_at Rpl29  
ribosomal protein L29 /// 
similar to 60S ribosomal 
protein L29  
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome ///  -2,0 
1436688_x_at Rpl14 ribosomal protein L14 
intracellular /// ribosome /// 




ribosomal protein L18 /// 
similar to 60S ribosomal 
protein L18 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,6 
1436840_x_at Rpl35 ribosomal protein L35 intracellular /// ribosome ///  -2,4 
1436995_a_at Rpl26 ribosomal protein L26 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota)) /// large 
ribosomal subunit ///  -2,0 
1437005_a_at Rpl18 ribosomal protein L18 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,1 
1438507_x_at Rpl14 ribosomal protein L14 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein  -2,3 
1438626_x_at Rpl14 ribosomal protein L14 
intracellular /// ribosome /// 




RIKEN cDNA 1100001I22 
gene 
intracellular /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,4 
1448217_a_at Rpl27  ribosomal protein L27   
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,6 
1449243_a_at Rps19 ribosomal protein S19 
intracellular /// nucleolus /// 
cytosolic ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome ///  -2,5 
1450372_a_at Rpl18 ribosomal protein L18 
intracellular /// ribosome /// 




ribosomal protein S27-like 
/// similar to 40S ribosomal 
protein S27-like protein intracellular ///  -2,7 
1452674_a_at Eif3s12 
eukaryotic translation 
initiation factor 3, subunit 
12 nucleus -2,2 
  Anhang 
-163- 
1453096_x_at Rpl27  
ribosomal protein L27 /// 
similar to ribosomal protein 
L27  
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,3 
1453729_a_at Rpl37 ribosomal protein L37 
intracellular /// ribosome /// 
cytosolic large ribosomal 
subunit (sensu Eukaryota) 
/// ribonucleoprotein  -2,1 
1454620_x_at Rps6  
ribosomal protein S6 /// 
similar to 40S ribosomal 
protein S6  
intracellular /// cytoplasm 
/// cytosolic ribosome 
(sensu Eukaryota) /// 
ribosome ///  -2,5 
1454856_x_at Rpl35 ribosomal protein L35 
intracellular /// ribosome /// 




ribosomal protein S7 /// 
similar to 40S ribosomal 
protein S7 (S8) 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome ///  -2,0 
1455485_x_at Rpl13a ribosomal protein L13a 
intracellular /// ribosome /// 
large ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein complex 
/// nucleus -2,1 
1455572_x_at Rps18 ribosomal protein S18 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex -2,2 
1455950_x_at Rpl35 ribosomal protein L35 
intracellular /// ribosome /// 
intracellular /// ribosome -2,4 
1460581_a_at Rpl13  
ribosomal protein L13 /// 
similar to 60S ribosomal 
protein L13  
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota) 






domain containing 3 
membrane /// integral to 
membrane /// Golgi stack 
/// membrane -2,2 
1416189_a_at Sec61a1 
Sec61 alpha 1 subunit (S. 
cerevisiae) 
endoplasmic reticulum /// 








membrane ///  -2,2 
1417083_at Sec61b Sec61 beta subunit 
endoplasmic reticulum /// 
membrane /// integral to 
membrane -2,1 
1418364_a_at Ftl1 ferritin light chain 1 --- -2,0 
1422432_at Dbi diazepam binding inhibitor mitochondrion -2,0 
1424313_a_at Ndufs7 
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) Fe-S protein 
7 
extracellular space /// 
mitochondrion /// 
mitochondrial inner 
membrane ///  -2,1 
1428076_s_at Ndufb4 
NADH dehydrogenase 






translocase of outer 




membrane /// integral to 
membrane  
 -2,3 
  Anhang 
-164- 
1431665_a_at Timm8b 
translocase of inner 
mitochondrial membrane 8 
homolog b (yeast) 
mitochondrion /// organelle 




complex  -2,5 
1434435_s_at Cox17 
cytochrome c oxidase, 
subunit XVII assembly 
protein homolog (yeast) 
mitochondrion /// 
mitochondrial 







membrane /// outer 
membrane  -3,0 
1435735_x_at H47 histocompatibility 47 
endoplasmic reticulum /// 
membrane /// integral to 
membrane ///  -2,5 
1436567_a_at Ndufa7 
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex, 7 (B14.5a) 
/// mitochondrion /// 
mitochondrial inner 
membrane /// respiratory 














activation protein, zeta 




ATP synthase, H+ 
transporting, mitochondrial 
F1 complex, O subunit  
proton-transporting ATP 
synthase complex, 









activation protein, zeta 
polypeptide nucleus /// mitochondrion -2,7 
1439448_x_at Tmed9 
transmembrane emp24 
protein transport domain 
containing 9 
endoplasmic reticulum /// 
membrane /// integral to 
membrane  -2,2 
1448112_at Cox7c 









subcortical cysts 1 
homolog (human) 
integral to membrane of 







membrane ///  -2,3 
1448771_a_at Fth1 ferritin heavy chain 1 plasma membrane -2,3 
1448863_a_at Tnfaip1 
tumor necrosis factor, 
alpha-induced protein 1 
(endothelial) 
voltage-gated potassium 
channel complex /// 
membrane /// voltage-
gated potassium channel 
complex /// membrane -2,2 











like trafficking protein 10 
(yeast) /// similar to 
transmembrane trafficking 
protein 
microsome /// integral to 
membrane /// zymogen 
granule membrane /// 
Golgi stack -2,3 
1454716_x_at Cox5b 
cytochrome c oxidase, 
subunit Vb 
extracellular space /// 
mitochondrion /// 
mitochondrial envelope /// 
mitochondrial inner 
membrane ///  -2,4 
1455211_a_at Timm13 
translocase of inner 
mitochondrial membrane 
13 homolog (yeast) 
presequence translocase 








(ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex, 7 (B14.5a) 
membrane fraction /// 
mitochondrion /// 
respiratory chain complex 





(ubiquinone) 1 alpha 




membrane ///  -2,0 
1456292_a_at Vim vimentin 
intermediate filament /// 






macropain) 26S subunit, 
ATPase, 4 
nucleus /// cytoplasm /// 
cytosol /// protein complex -2,4 
1416859_at Fkbp3 FK506 binding protein 3 nucleus /// nucleus -2,2 
1422438_at Ephx1 
epoxide hydrolase 1, 
microsomal 
extracellular space /// 
endoplasmic reticulum /// 
microsome ///  -2,8 
1426515_a_at Tor1a 
torsin family 1, member A 
(torsin A) 
extracellular space /// 
nucleus /// cytoplasm /// 
endoplasmic reticulum -2,1 
1437649_x_at Ppib peptidylprolyl isomerase B 
extracellular space /// 
endoplasmic reticulum -2,8 
1438009_at MGC73635 similar to histone 2a 




tumorigenicity 13 --- -2,0 
1460198_a_at Psmb3  
proteasome (prosome, 
macropain) subunit, beta 
type 3  
cytosol /// proteasome 
core complex (sensu 
Eukaryota)  -2,5 
1460637_s_at Pfdn5 prefoldin 5 
cytoplasm /// prefoldin 
complex -2,0 
1436760_a_at Rps8 ribosomal protein S8 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota)  -2,1 
1455319_x_at Rps8 ribosomal protein S8 
intracellular /// cytosolic 
ribosome (sensu 
Eukaryota)  -2,1 
  Anhang 
-166- 
1437621_x_at Phgdh  
3-phosphoglycerate 




isomerase peroxisome -2,2 
1424769_s_at Cald1 caldesmon 1 





e reductase --- -2,4 
1416503_at Lxn latexin --- -2,4 
1415677_at Dhrs1 
dehydrogenase/reductase 




Zellzyklus und Proliferation 
 
1416006_at Mdk midkine extracellular space -2,6 
1417458_s_at Cks2 
CDC28 protein kinase 
regulatory subunit 2 --- -2,3 




cyclin-dependent kinase 4 
/// similar to Cell division 
protein kinase 4 (Cyclin-










cyclin-dependent kinase 4 
/// similar to Cell division 
protein kinase 4 (Cyclin-




complex /// nucleus /// 
transcription factor 
complex -2,1 
1422441_x_at Cdk4 cyclin-dependent kinase 4 
cyclin-dependent protein 
kinase holoenzyme 




sirtuin 2 (silent mating type 
information regulation 2, 
homolog) 2 (S. cerevisiae) 
cytoskeleton /// 
microtubule /// cytoplasm 









antigen identified by 
monoclonal antibody Ki 67 
/// similar to Antigen KI-67 
chromosome, pericentric 
region /// condensed 
cytoplasm -2,8 












1416066_at Cd9 CD9 antigen 
integral to plasma 
membrane -3,1 
1419271_at Pax6 paired box gene 6 
nucleus /// transcription 








peptidase inhibitor, clade 
A, member 8) extracellular space -2,7 
1423477_at Zic1 
zinc finger protein of the 
cerebellum 1 nucleus -2,2 
1426412_at Neurod1 
neurogenic differentiation 
1 nucleus  -4,4 
1426413_at Neurod1 
neurogenic differentiation 
1 nucleus  -2,4 
1435176_a_at Id2 inhibitor of DNA binding 2 nucleus /// cytoplasm ///  -2,1 
1437342_x_at Pttg1ip 
pituitary tumor-
transforming 1 interacting 
protein 
nucleus /// integral to 
membrane -2,4 
1448710_at Cxcr4 
chemokine (C-X-C motif) 
receptor 4 
integral to membrane /// 
growth cone ///  -2,1 
1452141_a_at Sepp1 selenoprotein P, plasma, 1 extracellular space -2,1 
1456195_x_at Itgb5 integrin beta 5 
extracellular space /// 
integrin complex integral 







(ectrodactyly) type 1 
cytosol /// protein complex 
/// proteasome complex 
(sensu Eukaryota) -2,5 
1422579_at Hspe1  
heat shock protein 1 
(chaperonin 10) /// similar 
to 10 kDa heat shock 
protein, mitochondrial 
(Hsp10) (10 kDa 
chaperonin) (CPN10)  mitochondrion ///  -2,0 
1424105_a_at Pttg1 
pituitary tumor-
transforming 1 nucleus /// cytoplasm -2,0 
1430700_a_at Pla2g7 




extracellular space /// 2-
acetyl-1-
alkylglycerophosphocholin
e esterase complex -2,8 
1437313_x_at Hmgb2  high mobility group box 2  
chromatin /// nucleus /// 
condensed chromosome 
perinuclear region -2,5 
1438940_x_at Hmgn1 
high mobility group 
nucleosomal binding 
domain 1 chromatin /// nucleus -2,2 
1450668_s_at Hspe1 
heat shock protein 1 
(chaperonin 10) mitochondrion  -2,1 
1455897_x_at Hmgn1 
high mobility group 
nucleosomal binding 
domain 1 chromatin /// nucleus -2,8 
1460671_at Gpx1 glutathione peroxidase 1 mitochondrion -2,2 
1416416_x_at Gstm1 
glutathione S-transferase, 
mu 1 --- -2,0 
1448330_at Gstm1 
glutathione S-transferase, 






dimethylaminohydrolase 2 --- -2,0 
1417928_at Pdlim4 
PDZ and LIM domain 4 
 --- -2,5 
  Anhang 
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1448392_at Sparc 
secreted acidic cysteine 
rich glycoprotein 
extracellular matrix (sensu 
Metazoa) /// basement 
membrane ///  -2,3 
1448564_at Cib1 
calcium and integrin 
binding 1 (calmyrin) membrane -2,4 
1451411_at Gprc5b 
G protein-coupled 
receptor, family C, group 
5, member B 
extracellular space /// 
integral to membrane  -2,5 
1451912_a_at Fgfrl1 
fibroblast growth factor 
receptor-like 1 
extracellular space /// 
integral to membrane -2,0 
1452169_a_at Dgkz diacylglycerol kinase zeta nucleus -2,2 
1456195_x_at Itgb5 integrin beta 5 
extracellular space /// 
integrin complex /// 
integral to membrane -2,7 
1460737_at Igbp1 
immunoglobulin (CD79A) 





polymerase (RNA) II (DNA 
directed) polypeptide C 
nucleus /// cytoplasm /// 
nucleus -2,2 
1417138_s_at Polr2e 
polymerase (RNA) II (DNA 
directed) polypeptide E nucleus -2,5 
1437313_x_at Hmgb2  high mobility group box 2  
chromatin /// nucleus /// 
condensed chromosome 
/// nucleus /// cytoplasm /// 
perinuclear region -2,5 
1448430_a_at Naca  
nascent polypeptide-
associated complex alpha 
polypeptide  
nucleus /// cytoplasm /// 
nucleus -2,0 
1449643_s_at Btf3 basic transcription factor 3 
nucleus /// transcription 
factor complex -2,0 
1451776_s_at Hod homeobox only domain nucleus /// nucleus -2,6 
1452534_a_at Hmgb2  
high mobility group box 2 
/// similar to High mobility 
group protein 2 (HMG-2) /// 
high mobility group box 2  
chromatin /// nucleus /// 
condensed chromosome 
/// nucleus /// cytoplasm /// 





nucleus /// endoplasmic 
reticulum /// membrane /// 







RIKEN cDNA 1110005A23 
gene /// similar to cytokine 
induced protein 29 kDa /// 
similar to cytokine induced 








mitochondrion /// integral 
to membrane /// outer 






A hydratase (trifunctional 





enoyl coenzyme A 
hydratase 1, peroxisomal 
mitochondrion /// 
peroxisome ///  -2,9 
  Anhang 
-169- 




RIKEN cDNA 4833421E05 











dehydrogenase type II 
mitochondrial inner 




dehydrogenase type II 
mitochondrial inner 







family A, member 2 
nucleus /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex 
/// small nucleolar  -2,1 
1416606_s_at Nola2 
nucleolar protein 
family A, member 2 
nucleus /// ribosome /// 
ribonucleoprotein complex 
/// small nucleolar 




integral to membrane /// 
nucleus /// nuclear pore /// 
nuclear inclusion body /// 
intracellular /// nucleus -2,0 
1417055_at 0610009D07Rik 
RIKEN cDNA 
0610009D07 gene nucleus -2,0 
1422993_s_at Thoc4 /// Refbp2 
THO complex 4 /// 
RNA and export factor 
binding protein 2 
nucleus /// spliceosome 







polypeptide G /// 
similar to small 
nuclear 
ribonucleoprotein 
polypeptide G  
ribonucleoprotein complex 
/// spliceosome complex /// 
nucleus /// small nucleolar 
ribonucleoprotein complex -2,1 
1451185_at Sf3b5 
splicing factor 3b, 
subunit 5 





1418072_at Hist1h2bc histone 1, H2bc 
nucleosome /// nucleus /// 
chromosome /// 
nucleosome /// 
nucleosome /// nucleus /// 
chromosome -2,0 
1428029_a_at H2afv 
H2A histone family, 
member V 
nucleosome /// nucleus /// 
chromosome /// 




reductase M2 --- -2,0 
1438009_at MGC73635 similar to histone 2a 





7 (S. cerevisiae) nucleus /// nucleus -2,0 





6 (MIS5 homolog, S. 
pombe) (S. cerevisiae) nucleus /// nucleus -2,3 
1448863_a_at Tnfaip1 




channel complex /// 
membrane /// voltage-
gated potassium channel 




1416430_at Cat catalase 
mitochondrion /// 
peroxisome /// 
peroxisomal membrane -2,3 
1423507_a_at Sirt2 
sirtuin 2 (silent mating 
type information 
regulation 2, homolog) 
2 (S. cerevisiae) 
chromatin silencing 
complex /// cytoskeleton /// 
microtubule /// cytoplasm 
/// microtubule ///  -2,6 
1460671_at Gpx1 
glutathione peroxidase 







acid-like 3A extracellular space -2,1 
1425129_a_at Taldo1 transaldolase 1 cytoplasm -2,4 
1436822_x_at 




hexokinase 1 /// 
ribosomal protein L17 
/// similar to 60S 
ribosomal protein L17 
(L23) (Amino acid 
starvation-induced 
protein) (ASI)  
mitochondrion /// cytosol /// 
membrane /// intracellular 
/// ribosome /// large 
ribosomal subunit /// 
ribonucleoprotein complex 








associated 2 integral to membrane -2,3 
 
  Anhang 
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Tab.  7-5 Hochregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 15 min 
Behandlung mit 0,5 mM Glutamat und anschließender 4 h Erholungsphase.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 


















regulated gene 1 nucleus /// cytoplasm 4,2 
1421604_a_at Klf3 
Kruppel-like factor 3 




nucleus /// nuclear 
heterochromatin /// 
cytoplasm /// euchromatin  26,2 
1423325_at Pnn pinin nucleus 10,7 
1427742_a_at Klf6 Kruppel-like factor 6 
nucleus /// cytoplasm /// 
nucleus 14,6 
1430820_a_at Bbx 
bobby sox homolog 
(Drosophila) nucleus 4,5 
1448803_at Golga4 
golgi autoantigen, 
golgin subfamily a, 4 





nucleus /// nucleus /// 
cytoplasm /// nucleus 56,5 
1452360_a_at Jarid1a 
jumonji, AT rich 
interactive domain 1A 
(Rbp2 like) intracellular /// nucleus ///  14,9 
1455831_at Fus 
fusion, derived from 
t(12;16) malignant 
liposarcoma (human) 












nucleus /// nucleus /// 
cytoplasm /// lateral 
plasma membrane 4,6 
1421198_at Itgav integrin alpha V 
integrin complex /// 




activating protein 5 membrane 4,7 
1434020_at Pdap1 
PDGFA associated 
protein 1 extracellular space 4,3 
1438403_s_at --- --- 
membrane /// integral to 
membrane 41,4 
1449334_at Timp3 
tissue inhibitor of 
metalloproteinase 3 
extracellular matrix (sensu 





subunit, polypeptide 1 
(p85 alpha) 
phosphoinositide 3-kinase 
complex, class IA /// 
cytoplasm /// cytosol /// 
membrane  4,7 




B230208H17 gene --- 4,7 
1455886_at Cbl 
Casitas B-lineage 





coupled receptor, 3 
plasma membrane /// 
integral to plasma 






calcium activated 1 
integral to plasma 
membrane /// integral to 
membrane 5,2 
1418666_at Ptx3 pentraxin related gene extracellular space 5,0 
1423669_at Col1a1 
procollagen, type I, 
alpha 1 
extracellular matrix (sensu 
Metazoa) /// collagen /// 
extracellular space /// 
cytoplasm 4,1 
1427884_at Col3a1 
procollagen, type III, 
alpha 1 
extracellular matrix (sensu 
Metazoa) /// collagen /// 
cytoplasm 7,2 
1438403_s_at --- --- 
membrane /// integral to 
membrane 41,4 
1448780_at Slc12a2 
solute carrier family 
12, member 2 
membrane /// integral to 
membrane /// basolateral 
plasma membrane /// 
apical plasma membrane  4,4 







membrane /// integral to 
membrane 5,7 
1418230_a_at Lims1 
LIM and senescent 
cell antigen-like 
domains 1 focal adhesion 24,4 
1427262_at Xist 
inactive X specific 




extracellular region /// 
extracellular space 5,0 
1452483_a_at Cd44 CD44 antigen 
external side of plasma 
membrane /// membrane 
/// integral to membrane 8,1 
1452708_a_at Luc7l 
Luc7 homolog (S. 






protein specific kinase 
2 nucleus /// cytoplasm 5,6 
1417136_s_at Srpk2 
serine/arginine-rich 
protein specific kinase 
2 nucleus /// cytoplasm 5,7 
1425523_at 2600011C06Rik 
RIKEN cDNA 
2600011C06 gene --- 4,5 
1450035_a_at Prpf40a 
PRP40 pre-mRNA 
processing factor 40 
homolog A (yeast) --- 6,0 









tumor necrosis factor 
receptor superfamily, 
member 12a 
ruffle /// plasma membrane 
/// cell surface /// 













associated protein 2 /// 
hypothetical protein 
A730034C02 
cytoplasm /// microtubule 
/// microtubule associated 
complex /// dendrite /// 
dendritic shaft 4,0 
1450397_at Mtap1b 
microtubule-
associated protein 1 B 
microtubule /// microtubule 






initiation factor 3, 
subunit 10 (theta) nucleus 15,8 
1420837_at Ntrk2 
neurotrophic tyrosine 
kinase, receptor, type 
2 
cytosol /// plasma 
membrane /// membrane 
/// integral to membrane 4,9 
1436746_at Wnk1 
WNK lysine deficient 
protein kinase 1 
soluble fraction /// 




peptidase 36 --- 11,6 
 





endoplasmic reticulum /// 
membrane /// integral to 




endoplasmic reticulum /// 
membrane /// integral to 
membrane 6,0 
1451680_at Srxn1 
sulfiredoxin 1 homolog 
(S. cerevisiae) cytosol 4,2 
 
Zytoskelettorganisation und Biogenese 
 
1416180_a_at Rdx radixin 
cytoplasm /// cytoskeleton 
/// microvillus /// 
membrane 4,6 
1418431_at Kif5b 
kinesin family member 
5B 
cytoplasm /// kinesin 
complex /// microtubule /// 
microtubule associated 
complex /// ciliary rootlet /// 
neuron projection 4,6 
1450650_at Myo10 myosin X 
cytoskeleton /// myosin /// 
myosin 4,0 



















associated) nucleus 4,4 
1451920_a_at Recc1 replication factor C 1 
intracellular /// nucleus /// 





A kinase (PRKA) 
anchor protein (yotiao) 
9 
pericentriolar material /// 
cytoplasm /// cytoplasm 27,3 
1455151_at Akap9 
A kinase (PRKA) 
anchor protein (yotiao) 
9 
pericentriolar material /// 







endoplasmic reticulum /// 











chromosomes 6-like 1 
(yeast) chromosome 6,9 
 
  Anhang 
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Tab.  7-6 Herunterregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 15 min 
Behandlung mit 0,5 mM Glutamat und anschließender 4 h Erholungsphase.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 
















1417507_at Cyb561 cytochrome b-561 integral to membrane -2,0 
1417746_at Cplx1 complexin 1 --- -2,0 
1425534_at Stau2 
staufen (RNA binding 
protein) homolog 2 
(Drosophila) 
intracellular /// nucleus /// 
endoplasmic reticulum /// 
microtubule  -2,2 








ATP synthase, H+ 
transporting, 
mitochondrial F1 
complex, O subunit  
proton-transporting ATP 
synthase complex, 
catalytic core F(1) /// 
mitochondrion -2,1 
1451128_s_at Kif22 
kinesin family member 
22 
chromatin /// spindle /// 
kinesin complex /// 
microtubule associated 
complex /// intracellular -2,7 
 
Regulierung der Transkription 
 
1417672_at Slc4a10 




intracellular /// integral to 





regulator of chromatin, 
subfamily d, member 
3 nucleus -2,1 
1418812_a_at Barhl1 
BarH-like 1 









nucleus /// endoplasmic 





1416077_at Adm adrenomedullin 
extracellular region /// 
extracellular space -2,0 
1419271_at Pax6 paired box gene 6 
nucleus /// transcription 
factor complex  -2,2 
1421017_at Nrg3 neuregulin 3 integral to membrane -2,1 
  Anhang 
-176- 
1423135_at Thy1 
thymus cell antigen 1, 
theta 
external side of plasma 
membrane /// cytosol /// 
growth cone /// lipid raft  -2,3 
1426412_at Neurod1 
neurogenic 
differentiation 1 nucleus -5,2 
1426413_at Neurod1 
neurogenic 
differentiation 1 nucleus -2,4 
1449286_at Ntng1 netrin G1 
anchored to plasma 
membrane /// extracellular 
matrix (sensu Metazoa) -2,8 
1449465_at Reln reelin 
extracellular space /// 
cytoplasm /// extracellular 
matrix (sensu Metazoa) -2,2 
1449822_at Atoh1 
atonal homolog 1 






cytomatrix protein) synapse  -2,0 
1423135_at Thy1 
thymus cell antigen 1, 
theta 
cytosol /// growth cone /// 
lipid raft /// external side of 
plasma membrane -2,3 
1425892_a_at Pnoc prepronociceptin extracellular space -2,1 






extracellular space /// 














cytoplasm /// centrosome 
/// centrosome -2,1 
1417458_s_at Cks2 
CDC28 protein kinase 
regulatory subunit 2 --- -2,0 
1424955_at Ccdc5 
coiled-coil domain 




antigen identified by 
monoclonal antibody 
Ki 67 /// similar to 
Antigen KI-67 
chromosome, pericentric 
region /// condensed 
chromosome /// nucleus /// 





FK506 binding protein 






integral to Golgi 





extracellular space /// 
endoplasmic reticulum -2,1 




activator protein for 
secretion 2 
synaptic vesicle /// 
membrane /// cytoplasmic 
membrane-bound vesicle 
/// cytoplasmic vesicle /// 
presynaptic membrane /// 












chemokine (C-C motif) 
ligand 27 
extracellular region /// 





1417954_at Sst somatostatin 
extracellular region /// 





replication factor C 
(activator 1) 4 
DNA replication factor C 
complex /// protein 
complex -2,0 
 
  Anhang 
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Tab.  7-7 Hochregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 24 h 
Preinkubation mit 0,1 µM Lisurid und 15 min Behandlung mit 0,5 mM Glutamat mit 
anschließender 4 h Erholungsphase.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 

















solute carrier family 
12, member 2 
basolateral plasma 
membrane /// apical 
plasma membrane /// 
integral to membrane 4,2 
1417852_x_at Clca1 
chloride channel 
calcium activated 1 
integral to plasma 
membrane  4,3 
1418666_at Ptx3 pentraxin related gene extracellular space 4,3 
1423669_at Col1a1 
procollagen, type I, 
alpha 1 
extracellular matrix (sensu 
Metazoa) /// collagen /// 
cytoplasm 5,2 
1427884_at Col3a1 
procollagen, type III, 
alpha 1 
extracellular matrix (sensu 
Metazoa) /// collagen /// 
cytoplasm 5,8 
1438403_s_at --- --- integral to membrane 25,5 
1449042_at Ctcf CCCTC-binding factor nucleus  4,6 
 






gene 4 /// similar to 
Transcription factor 
SOX-4 
chromatin /// nucleus /// 




nuclear heterochromatin /// 
euchromatin /// nucleus /// 
cytoplasm  19,0 
1423325_at Pnn pinin nucleus 7,4 
1427742_a_at Klf6 Kruppel-like factor 6 nucleus /// cytoplasm  12,6 
1448803_at Golga4 
golgi autoantigen, 
golgin subfamily a, 4 






mediator complex /// 
nucleus 5,8 
1455831_at Fus 






(sensu Eukaryota) /// 
mitochondrion /// 






protein 1 integral to membrane 4,5 
1418230_a_at Lims1 
LIM and senescent 
cell antigen-like 
domains 1 focal adhesion 27,7 





fibrillin 2 /// similar to 
fibrillin 2 
microfibril /// extracellular 
matrix (sensu Metazoa) /// 
extracellular space 4,7 
1427262_at Xist 
inactive X specific 




extracellular region /// 
extracellular space 6,0 
1452483_a_at Cd44 CD44 antigen 
external side of plasma 
membrane /// integral to 
membrane 10,7 
1452708_a_at Luc7l 
Luc7 homolog (S. 






initiation factor 3, 
subunit 10 (theta) nucleus 13,0 
1420837_at Ntrk2 
neurotrophic tyrosine 
kinase, receptor, type 
2 
cytosol /// plasma 




initiation factor 4, 
gamma 1 cytoplasm 4,3 
1436746_at Wnk1 
WNK lysine deficient 
protein kinase 1 
soluble fraction /// 





enhancer protein extracellular space 5,8 
1452115_a_at Plk4 
polo-like kinase 4 






protein specific kinase 
2 nucleus /// cytoplasm 4,3 
1417136_s_at Srpk2 
serine/arginine-rich 
protein specific kinase 
2 nucleus /// cytoplasm 4,7 
1420917_at Prpf40a 
PRP40 pre-mRNA 
processing factor 40 
homolog A (yeast) --- 4,4 
1425523_at 2600011C06Rik 
RIKEN cDNA 
2600011C06 gene --- 4,1 
1450035_a_at Prpf40a 
PRP40 pre-mRNA 
processing factor 40 




1421198_at Itgav integrin alpha V 
integrin complex /// 
integral to membrane 5,6 
1421929_at Epha4 Eph receptor A4 integral to membrane 5,1 





coupled receptor, 3 
plasma membrane /// 
integral to plasma 
membrane  5,4 






tumor necrosis factor 
receptor superfamily, 
member 12a 
ruffle /// plasma membrane 
/// cell surface /// integral 
to membrane 22,9 
1418572_x_at Tnfrsf12a 
tumor necrosis factor 
receptor superfamily, 
member 12a 
ruffle /// plasma membrane 
/// cell surface /// integral 







gamma polypeptide cytoplasm 7,7 
1450397_at Mtap1b 
microtubule-
associated protein 1 B 
microtubule /// microtubule 



























associated) nucleus 4,4 
1451920_a_at Recc1 replication factor C 1 
intracellular /// nucleus /// 







integral to membrane /// 




endoplasmic reticulum /// 
integral to membrane 4,5 
1451680_at Srxn1 
sulfiredoxin 1 homolog 
(S. cerevisiae) cytosol 4,4 
 
Zytoskelett und Biogenese 
 
1418431_at Kif5b 
kinesin family member 
5B 
cytoplasm /// kinesin 
complex /// microtubule /// 
ciliary rootlet /// neuron 
projection 4,6 
1425270_at Kif1b 
kinesin family member 
1B 
kinesin complex /// 
microtubule associated 
complex /// cytoplasmic 




associated protein 1 B 
microtubule associated 
complex ///  7,4 






A kinase (PRKA) 
anchor protein (yotiao) 
9 
pericentriolar material /// 
cytoplasm  26,4 
1455151_at Akap9 
A kinase (PRKA) 
anchor protein (yotiao) 
9 
pericentriolar material /// 
cytoplasm  7,5 
 





endoplasmic reticulum /// 











chromosomes 6-like 1 
(yeast) chromosome 6,1 
 
  Anhang 
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Tab.  7-8 Herunterregulierte Gene in der DA mesencephalen Primärzellkultur nach 24 h 
Preinkubation mit 0,1 µM Lisurid und 15 min Behandlung mit 0,5 mM Glutamat mit 
anschließender 4 h Erholungsphase.  
Die Transkripte sind nach biologischen Prozessen geordnet. Für das jeweilige Gen ist die Annotation 



















channel, subfamily C, 
member 3 integral to membrane -2,1 
1417672_at Slc4a10 




intracellular /// integral to 
plasma membrane  -2,8 
1418047_at Neurod6 
neurogenic 
differentiation 6 nucleus -2,7 
1418812_a_at Barhl1 
BarH-like 1 
(Drosophila) nucleus  -2,8 
1419406_a_at Bcl11a 
B-cell CLL/lymphoma 
11A (zinc finger 
protein) nucleus  -2,1 
1426412_at Neurod1 
neurogenic 
differentiation 1 nucleus  -3,9 
1426413_at Neurod1 
neurogenic 
differentiation 1 nucleus -2,5 
1437508_at Sp4 
trans-acting 
transcription factor 4 
nucleus /// transcription 
factor complex -2,1 
1448785_at Runx1t1 
runt-related 
transcription factor 1; 
translocated to, 1 
(cyclin D-related) nucleus  -2,1 
1450123_at Ryr2 
ryanodine receptor 2, 
cardiac 










fatty acid binding 
protein 3, muscle and 
heart --- -2,2 
1417507_at Cyb561 cytochrome b-561 integral to membrane -2,3 
1417746_at Cplx1 complexin 1 --- -2,2 
1419392_at Pclo 
piccolo (presynaptic 






receptor, subunit beta 
1 /// RIKEN cDNA 
B230208N19 gene 
 
extracellular space /// 
integral to plasma 
membrane /// postsynaptic 
membrane  -2,1 









gamma subunit 5 
extracellular space /// 
membrane /// integral to 
membrane  -2,0 
1436803_a_at Ndufb9 
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) 1 beta 
subcomplex, 9 
mitochondrial inner 






extracellular space /// 
integral to membrane /// 




ATP synthase, H+ 
transporting, 
mitochondrial F1 
complex, O subunit /// 
proton-transporting two-
sector ATPase complex /// 
proton-transporting ATP 
synthase complex, 




activator protein for 
secretion 2 
synaptic vesicle /// 
membrane /// cytoplasmic 
membrane-bound vesicle 
/// cytoplasmic vesicle /// 
presynaptic membrane /// 





subfamily Q, member 
2 
integral to plasma 
membrane /// voltage-
gated potassium channel 





FK506 binding protein 





integral to Golgi 
membrane /// Golgi stack -2,2 
1423702_at H1f0 
H1 histone family, 
member 0 
nucleus /// chromosome /// 
nucleosome  -2,0 
1427127_x_at Hspa1b heat shock protein 1B --- -2,0 
1438009_at MGC73635 similar to histone 2a 









extracellular space /// 
membrane /// integral to 




associated protein 1 
light chain 3 alpha 
vacuole /// autophagic 
vacuole /// microtubule /// 
membrane /// cytoplasm /// 
organelle membrane -2,0 
1451499_at Cadps2 
Ca2+-dependent 
activator protein for 
secretion 2 
synaptic vesicle /// 
membrane /// cytoplasmic 
membrane-bound vesicle 
presynaptic membrane /// 
synapse /// postsynaptic 
membrane -2,5 
 







se 2 --- -2,0 
1419392_at Pclo 
piccolo (presynaptic 
cytomatrix protein) synapse /// synapse -2,2 
1423135_at Thy1 
thymus cell antigen 1, 
theta 
external side of plasma 
membrane /// membrane 
/// cytosol /// plasma 
membrane /// growth cone 
/// lipid raft /// external side 
of plasma membrane -2,3 






extracellular space /// 
integral to plasma 
membrane /// membrane 
/// integral to membrane /// 
postsynaptic membrane /// 
membrane /// integral to 
membrane -3,1 











chemokine (C-C motif) 
ligand 27 
extracellular region /// 
extracellular space /// 
nucleus  -2,2 
 








1417954_at Sst somatostatin 
extracellular region /// 
extracellular space  -2,4 
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